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I. INTRODUCCIÓN  

Y OBJETIVOS 
“Nunca consideres el estudio como una obligación, sino como una oportunidad para 

penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber”. 

Albert Einstein (1879-1955). 
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La tuberculosis bovina es una enfermedad infecto contagiosa crónica, de carácter 

granulomatoso, causada por bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis 

principalmente Mycobacterium bovis [Draper, 1982; Cousins, 2001; Magnano et al., 2010] 

que ocasiona serios problemas en la  salud pública al tratarse de una zoonosis [Grange, 

2001; Magnano et al., 2010].  

 

En el ganado bovino esta enfermedad crónica y debilitante, se caracteriza por la 

formación de granulomas llamados tubérculos, los cuales pueden aparecer en cualquier 

tejido, aunque las lesiones más frecuentes suelen observarse en los ganglios linfáticos 

ubicados en la cabeza o tórax y en el pulmón [Buddle et al., 1994; Wobeser, 2009]. La 

aparición de lesiones en otros órganos (glándula mamaria, riñón, hígado, etc.) se debe a la 

diseminación por sangre de la bacteria desde la localización primaria [Abdala y Tarabla, 

2007]. 

 

 Los signos clínicos pueden estar ausentes en los primeros estadios de la enfermedad 

y al tratarse de una zoonosis, este hecho supone un riesgo ocupacional para quienes 

trabajan con animales, como veterinarios, ganaderos y  personal de mataderos, entre otros 

[O´Reilly y Daborn, 1995]. 

 

La tuberculosis en el ganado bovino tiene gran importancia económica, ya que 

además de las pérdidas directas ocasionadas por la muerte de los animales, provoca 

pérdidas de peso, disminución en la producción láctea y afecta a la fertilidad [WHO, 1994; 

Surujballi et al., 2009]. Dado que la distribución de la tuberculosis bovina no es 

homogénea, la inmovilización y comercialización de ganado se encuentra restringida. Esto 

ha tenido consecuencias para México ya que la movilización y comercialización de los 

animales se ha visto limitada a causa de la enfermedad, convirtiéndose en una de las 

principales barreras no arancelarias [Zendejas et al., 1997].  

 

La tuberculosis bovina en los últimos años ha sido un foco de atención en México, 

no solo por el hecho del incremento en el número de casos, sino también por las políticas de 

comercio que se establecen con otros países, incluidos los programas de inocuidad 

alimentaria, lo cual ha provocado un renovado interés por el desarrollo y validación de 

nuevas alternativas de control y mejores métodos de diagnóstico [Rothel et al., 1990;  

Buddle et al., 2003]. Por ello, al igual que en otras regiones del mundo, en México también 

se han iniciado programas gubernamentales para controlar y erradicar la tuberculosis 

bovina. Esta campaña se inició en 1971 [Zendejas et al., 2007] y se basa en el diagnóstico 

de los animales infectados mediante la aplicación intradérmica de tuberculina (PPD) y la 

eliminación de los animales positivos [Beer, 1981;  Blaha, 1995; Tizard, 2002; Arcelles et 

al., 2005].  
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Sin embargo, el diagnóstico de la tuberculosis está sometido aún a controversia. La 

prueba de la tuberculina o intradermorreacción, utilizada para el diagnóstico de la 

tuberculosis bovina desde hace más de 100años [Underwood y Carfagnini, 2005], es la 

técnica más empleada por su bajo costo económico y su facilidad de ejecución, si bien 

existen discrepancias en cuanto a los criterios para la interpretación de los resultados 

[Gutiérrez-Cancela, 1996].  

 

Un hecho conocido es la existencia de animales anérgicos a la prueba de la 

tuberculina, que en algunos trabajos  realizados en México se cita que pueden llegar a ser el 

19% de los animales muestreados [Estrada-Chávez et al., 2001].  Por ello, y atendiendo a 

las recomendaciones de Cicuta et al. (2003), se ha propuesto el empleo combinado de 

varias técnicas diagnósticas inmunológicas (detección de anticuerpos, valoración de la 

producción de citoquinas, etc.) que permitan obtener un perfil epidemiológico más ajustado 

a la situación real para poder, posteriormente adoptar las medidas de control más 

adecuadas. Además, una vez que los animales son eliminados, debe llevarse a cabo un 

diagnóstico post mortem de la tuberculosis bovina, empleando el estudio histopatológico de 

los órganos afectados [Vitale, 1998] junto con el diagnóstico etiológico, bien mediante 

métodos inmunohistoquímicos [Gutiérrez-Cancela y García Marín, 1993; Castillo et al., 

2010],  la aplicación de técnicas de biología molecular  [Prat et al., 2010], o el cultivo 

bacteriológico, totalmente específico. 

 

La vigilancia en mataderos representa un componente fundamental en el programa 

nacional de erradicación de la tuberculosis bovina. La inspección post mortem es un 

método eficiente en la detección de la infección en poblaciones de ganado, y constituye una 

herramienta importante para comprobar la existencia o no de la enfermedad en un hato 

[Corner et al., 1990; González, 2003]. Además, es útil para realizar estudios de prevalencia, 

incidencia y caracterización de lesiones macroscópicas de tuberculosis [García Castro, 

2007]. Si se subestima este método de detección, la erradicación podría sufrir un importante 

retraso. [Tolson y Jervois, 1990]. 

 

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne es una enfermedad infecciosa 

producida por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map) que afecta a 

rumiantes, tanto silvestres como domésticos, principalmente bovinos, ovinos y caprinos, 

produciendo lesiones granulomatosas en el intestino y nódulos linfáticos [Pérez et al., 

1996; Clarke, 1997;  Forshell, 2001; González, 2003, González et al., 2005].  

 

Aunque los individuos se infectan en los primeros días de vida, los signos clínicos 

no aparecen antes del año y medio o dos años de edad. El principal síntoma común para 

todas las especies, es el adelgazamiento progresivo que puede llegar hasta la caquexia,  

acompañado en ocasiones por diarrea [Stamp y Watt, 1954; Aller et al., 1973; Blood et al., 
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1989; Barker et al., 1993; García Marín et al., 1994;  Corpa et al., 1998a; Pávlik et al., 

2000], que conduce finalmente a la muerte del animal [Manning y Collins, 2001]. 

 

Las lesiones se localizan en el aparato digestivo, afectando al intestino delgado 

(íleon y yeyuno preferentemente) y nódulos linfáticos regionales, y se caracterizan por una 

inflamación crónica de carácter granulomatoso [Harris y Barletta, 2001]. 

 

La vía de contagio principal es la digestiva. Por lo general los animales se infectan 

al ingerir leche y sobre todo material infectado con Map., siendo más sensibles los terneros 

menores de 6 meses [Chiodini et al., 1984; Blood et al., 1989; Juste y Adúriz, 1990a;  

Stabel, 1998; García Marín et al., 2000]. 

 

Está enfermedad es de distribución mundial [Sánchez et al.,  2009]. Se considera 

una enfermedad emergente y es común en ganado lechero. Su mayor importancia es de tipo 

económico, causando graves pérdidas en rebaños lecheros debido a la disminución de la 

producción láctea, al descenso en la producción de terneros, a la mayor susceptibilidad a 

otras enfermedades, disminución de la fertilidad, a la muerte o sacrificio, de los animales 

afectados y a las restricciones que ocasiona en la comercialización del ganado [Merkal et 

al., 1975; Van Schaik et al., 1996; Johnson-Yfearundulu et al., 2000]. También debe 

tenerse en cuenta su posible implicación en el desarrollo de la enfermedad de Crohn 

humana [Chiodini et al., 1984; Chiodini, 1989; Grange et al., 1990; Dey y Parham, 1993] 

por lo que podría tener importancia en salud pública.  

 

En este momento no existe tratamiento curativo viable para la enfermedad, por lo 

tanto su diagnóstico es fundamental para establecer medidas de control basadas en la 

eliminación y separación de animales conjuntamente con medidas de bioseguridad [Alfaro 

et al., 2006] o en la vacunación, donde sea factible utilizarla [González, 2003].  

 

El diagnóstico clínico de la paratuberculosis en bovinos con signos evidentes 

(edema submandibular, diarrea crónica y pérdida progresiva de peso) no es difícil; sin 

embargo, el diagnóstico de la enfermedad en animales infectados asintomáticos es 

extremadamente complejo, ya que no existe ningún método de diagnóstico lo 

suficientemente eficaz para detectar todos los individuos infectados [Collins, 2004].  

 

Dentro de las pruebas diagnósticas actualmente disponibles con mayor especificidad 

se encuentran aquellas basadas en la detección de Map mediante cultivo de heces, mucosa 

intestinal o nódulos linfáticos [Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Merkal et al., 1987; de 

Lisle y Milestone, 1989] o empleando técnicas de biología molecular como el PCR 

[Gamboa et al., 1998; Chedore y Jamieson, 1999; Bergmann et al., 2000]. El cultivo fecal 

ha sido ampliamente utilizado en programas de control y se ha considerado como “Gold 
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Standard”, sin embargo muestra desventajas por ser laborioso, de alto costo y 

extremadamente lento [Swenney et al., 1995; Collins, 1996].  

 

El otro grupo de procedimientos diagnósticos ampliamente utilizados son los 

métodos inmunológicos. La detección de anticuerpos frente a Map en el suero de animales 

infectados mediante el ELISA indirecto es muy empleada ya que contrariamente al cultivo, 

es fácil de realizar, rápida y de bajo costo [Cocito et al., 1994; Collins, 1996; Withlock y 

Buergelt, 1996; Stabel, 1998]. Sin embargo, entre sus inconvenientes se señala su baja 

sensibilidad, ya que no detecta a los animales que están en las fases iniciales de la infección 

[Collins et al., 1993a]. En los últimos años también se han empleado técnicas que 

evidencian la respuesta inmune celular, como la prueba del IFN-γ [Rothel et al., 1990; 

Wood et al., 1990] que si detectaría animales en fases tempranas, pero que presenta 

limitaciones importantes en su ejecución como el tiempo reducido que debe pasar desde 

que se toman las muestras hasta su procesado, o el coste económico. 

 

El diagnóstico anatomopatológico, basado en la detección de lesiones características 

de paratuberculosis, es de gran utilidad para confirmar la enfermedad. Las lesiones 

macroscópicas específicas que suelen presentarse en la mayoría de los animales afectados 

clínicamente de paratuberculosis pueden proporcionar un diagnóstico fiable, si bien hay que 

tener en cuenta que las lesiones no siempre se pueden apreciar, incluso en animales con 

evidentes signos clínicos [Buergelt et al., 1978; Corpa, 1999] y en la mayor parte de los que 

presentan la infección subclínica [González, 2003]. En estos casos es necesario realizar el 

estudio histopatológico, que muestra una buena sensibilidad y especificidad [Barker et al., 

1993; Withlock, 1998; González et al., 2005] y es, junto al cultivo, la prueba usada como 

referencia para validar y comparar otras técnicas [Billman- Jacome et al., 1992; Schulaw et 

al., 1993; Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997; McDonald et al., 1999]. Además, se puede 

llevar a cabo un diagnóstico etiológico en tejidos mediante técnicas de PCR [Pérez et al., 

2009], habiéndose demostrado que es un método sensible y específico, permitiendo detectar 

incluso animales con lesiones focales en las fases iniciales de la infección [Milner et al., 

1989; Sockett et al., 1992; González, 2003; Delgado et al., 2013]. 

 

Los estudios sobre paratuberculosis bovina realizados en México son escasos. En un 

trabajo  llevado a cabo en el estado de Hidalgo, por Miranda (2005) se comprobó que esta 

enfermedad estaba bastante extendida y era una causa importante de pérdidas económicas 

en el ganado bovino.  

 

La tuberculosis y paratuberculosis guardan numerosas similitudes. En ambos casos, 

tienen una etiología micobacteriana, y ambos agentes comparten antígenos comunes. Desde 

el punto de vista lesional, se trata de  inflamaciones de tipo granulomatoso, con presencia 

de linfocitos, macrófagos, células gigantes de Langhans y células epiteloides [Potel, 1974; 

Bernabé et al., 1991; Dungworth, 1993;  Gutiérrez-Cancela y García Marín, 1993; 
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Huchzermeyer et al., 1994]. Las principales diferencias lesionales entre tuberculosis y 

paratuberculosis bovina vienen dadas por su diferente localización y la morfología de las 

lesiones; mientras que la tuberculosis se caracteriza por la formación de granulomas bien 

definidos, encapsulados en las fases avanzadas [Nieberle y Cohrs, 1966; Gutiérrez-Cancela, 

1996], la paratuberculosis cursa con un infiltrado difuso de células epiteloides en el 

intestino [Momotami y Yoshino, 1985; González, 2003].  

 

Además, en la tuberculosis se puede observar la presencia de necrosis por 

caseificación que afecta principalmente al pulmón y nódulos linfáticos asociados [Nieberle 

y Cohrs, 1966; Gutiérrez-Cancela, 1996], mientras que en la paratuberculosis bovina la 

existencia de necrosis en el intestino o ganglios regionales es una alteración 

extremadamente rara [Momotami y Yoshino, 1985; González, 2003]. 

 

Uno de los mayores problemas que ocasiona la coexistencia de ambas enfermedades 

en una explotación es la complicación que añade a la interpretación de los métodos de 

diagnóstico inmunológico, ya que se producen reacciones cruzadas. La principal 

consecuencia, es la aparición de reacciones falsamente positivas, que la infección 

paratuberculosa puede causar en las campañas oficiales de la erradicación de la tuberculosis 

bovina [Johnson et al., 1949; Yokomiso et al., 1983; Nain et al., 1985; Arellano-Reynoso 

et al., 1999]. Por ello, para una necesaria evaluación de los métodos inmunológicos, es 

preciso llevar a cabo un estudio post-mortem confirmatorio de dichas infecciones, 

empleando técnicas de diagnóstico anatomopatológico y etiológico en tejidos. 

 

En México son muy escasos los estudios que se han realizado sobre el diagnóstico 

de tuberculosis y paratuberculosis bovina en la inspección post mortem, teniéndose muy 

pocos datos acerca de su prevalencia. Considerando la importancia que estas enfermedades 

tienen en la ganadería bovina y también sus implicaciones zoonósicas, y bajo la hipótesis 

de que están muy extendidas en México, el objetivo general de este trabajo de tesis 

doctoral es contribuir a conocer la prevalencia de la tuberculosis y paratuberculosis bovinas 

en animales sacrificados en matadero en una región de México, y además valorar la eficacia 

de distintas técnicas diagnósticas para su detección. Para ello, nos hemos fijado los 

siguientes objetivos concretos: 
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Primero:  

 

Evaluar la eficacia del diagnóstico post mortem de tuberculosis y paratuberculosis 

bovina mediante el estudio macroscópico, el examen histopatológico y el diagnóstico 

etiológico mediante PCR en muestras de tejido seleccionadas y definidas.  

 

Segundo:  

 

 Comparar los resultados del diagnóstico serológico frente a tuberculosis y 

paratuberculosis bovina mediante un ELISA indirecto, con los hallazgos de los estudios 

post mortem (histopatológicos y de PCR) en tejidos.  

 

Tercero:  

 

Evaluar los resultados de la prueba de intradermorreacción simple con PPD bovina 

en relación con el diagnóstico post mortem realizado, mediante técnicas histopatológicas y 

de PCR de tuberculosis y paratuberculosis, valorando la existencia de posibles reacciones 

cruzadas. 

 

Cuarto: 

  

Estudiar la relación entre los resultados del diagnóstico inmunológico mediante la 

prueba de intradermorreacción y el ELISA indirecto frente a tuberculosis y 

paratuberculosis.  

 

Quinto: 

 

 Valorar la posibilidad de establecer protocolos eficaces de diagnóstico diferencial de 

tuberculosis y paratuberculosis bovina basados en una toma de muestras sencilla y de 

aplicación en la inspección de mataderos. 

 

Sexto: 

 

 Establecer la prevalencia de la tuberculosis y paratuberculosis bovinas en una 

población de bovinos sacrificados en matadero en la región de Nayarit (México), mediante 

técnicas de diagnóstico inmunológico e histopatológico. 
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II.1. ETIOLOGÍA DE LAS MICOBACTERIAS. 

 

Las micobacterias se engloban dentro del género Mycobacterium, familia 

Mycobacteriaceae, suborden Corynebacterinae, orden Actinomicetales, subclase 

Actinobacteridae, clase Actinobacteria, división Firmacutes, superreino Bacteria 

[Stackebrandt et al., 1997; Tejedor, 2002; Smith, 2003; Pérez-Arellano et al., 2005; 

Mantilla, 2007].  

 

En 1980 el género Mycobacterium estaba constituido por 41 especies, tanto 

patógenas estrictas como saprófitas e incluso formas intermedias, que posteriormente llegó 

a ampliarse a 71 especies [Skerman et al., 1980; Shinnick y Good, 1994]. Las 

micobacterias se encuentran estrechamente relacionadas con los géneros Corynebacterium 

y Nocardia [Wayne y Kubica, 1986].  

 

Dentro del género Mycobacterium  existen algunas especies que tienen entre sí un 

grado elevado de homología, tanto estructural como fisiológica, que obliga a considerarlas 

como complejos independientes dentro del género. Entre ellas, destaca el complejo 

Mycobacterium tuberculosis que engloba a las especies: Mycobacterium tuberculosis, la 

más importante a nivel sanitario, por ser la principal causa de la tuberculosis humana,  

Mycobacterium bovis y Mycobacterium caprae de gran importancia en países en vías de 

desarrollo por ser la causante de la tuberculosis animal, Mycobacterium africanum 

responsable minoritario de los casos de tuberculosis en África y Mycobacterium microti 

responsable de la tuberculosis en roedores y actualmente descrita en humanos 

principalmente inmunodeprimidos. Por otro lado, el complejo Mycobacterium avium que 

principalmente incluye a M. avium avium, M. a. intracellulare y M. a. paratuberculosis 

[Wayne y Kubica, 1986; Pritchard, 1988; Cosivi et al., 1998; Kremer et al., 1998; Van 

Sooligen et al., 1998; Forthingham et al., 1999; Miltgen et al., 2002; Smith, 2003; Thoen y 

Barletta, 2006].  

 

Según la bibliografía consultada [Haagsma, 1993; Tejedor, 2002; Barrón et al., 

2006; Sevilla, 2007] los componentes de este género muestran las siguientes características 

esenciales: 

 

1) Presentan ácido-alcohol resistencia, ya que las micobacterias no se decoloran en 

soluciones al 3% de ácido y 95% de etanol después de haber sido teñidas con colorantes 

básicos. Esta resistencia es una propiedad conferida por su membrana constituida por 

ácidos micólicos de 60-90 carbonos, que evita la eliminación de los colorantes una vez 

absorbidos. 

 

2) Débilmente positivas a la tinción de Gram. 
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3) Son inmóviles. 

   

4) No forman esporas, cápsula, conidios ni hifas visibles sin embargo, son más resistentes 

al calor, cambios de pH y desinfección, que otras bacterias no formadoras de esporas. 

 

5) Crecen en condiciones aerobias. 

 

6) La morfología se corresponde con bacilos delgados, rectos o ligeramente curvados, 

aunque en menor proporción suelen presentar crecimiento filamentoso o pseudomiceliar del 

que pueden desprenderse formas bacilares o cocáceas. 

 

La temperatura óptima de crecimiento es entre 30 y 45°C, y el contenido en G+C 

del ADN cromosómico es del 61-71% [Wayne y Kubica, 1986; Levy-Frebault y Portaels, 

1992; Tejedor, 2002; Mantilla, 2007; Sevilla, 2007]. 

 

Las principales propiedades estructurales y antigénicas de las micobacterias son su 

compleja pared celular, que se encuentra internamente formada por una capa de 

peptidoglicanos llamada mureína, que se encarga de dar rigidez y forma y es, la responsable 

del poder adyuvante de la micobacteria; más externamente se encuentra la capa de 

arabinogalactano a la que se unen los ácidos micólicos como sulfolípidos y dimicolatos de 

trealosa (cord factors) hacia el exterior siendo los principales responsables de la ácido-

alcohol resistencia [Merkal et al., 1975; Stanford, 1983; Chiodini y Van-Kruiningen, 1985; 

Grange et al., 1990; Daffe y Draper, 1998]. Por último, la capa más externa está formada 

por micósidos, un complejo grupo de glucolípidos de superficie, específicos de especie y 

que permite a las micobacterias patógenas resistir a la acción de las enzimas lisosómicas 

[Grange et al.,  1990]. 

 

Una de las características sin duda más conocidas de su identidad es su propiedad de 

resistencia a la decoloración con ácidos y alcoholes, debido a su alto contenido de lípidos 

en la pared celular micobacteriana, hasta un 60% de su peso seco [López et al., 2006]. 

Dicha característica estructural de las micobacterias es la responsable de que éstas crezcan 

como colonias hidrofóbicas en medios sólidos o en medios líquidos como filamentos de 

tipo fúngico. Este aspecto que presentan en el medio líquido, da nombre al género, puesto 

que myces significa hongo [Wolinsky, 1980]. 

 

Otras características de las micobacterias que son empleadas en la diferenciación de 

especies, hacen referencia a su desarrollo en nuevos medios de cultivo, velocidad de 

crecimiento y dependencia de ciertas sustancias como las micobactinas [Goodfellow y 

Wayne, 1982; Chiodini, et al., 1984; Thorel, 1984; Marco y Adúriz, 1990; Juste, 1997]. 
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Por último, queda por introducir el concepto de micobacterias atípicas, oportunistas 

conocidas como MOTT (micobacteria other than tubercle bacilli) que son aquellas 

micobacterias saprofitas del medio ambiente que no producen tuberculosis, ni se transmiten 

entre los hospedadores, pero tienen gran importancia como agentes sensibilizadores en 

diferentes test diagnósticos de la tuberculosis [Pritchard, 1988] ya que siendo unas 

oportunistas pueden aislarse en muestras patológicas.  

 

 

II.2. TUBERCULOSIS BOVINA. 

 

La tuberculosis bovina es una enfermedad infectocontagiosa que causa 

significativas pérdidas económicas a nivel mundial, tanto por la muerte de animales como 

por los recursos destinados a su erradicación, ya que se trata de una zoonosis y son muchas 

las muertes humanas que se producen como consecuencia de la infección por la 

micobacteria causal. Esta infección crónica producida por Mycobacterium bovis (M. bovis), 

afecta principalmente al aparato respiratorio y cursa con la emaciación progresiva e incluso 

la muerte de los animales afectados, en los que se observa una inflamación de carácter 

granulomatoso en diferentes órganos, especialmente pulmones y nódulos linfáticos 

regionales. [Retamal y Ábalos, 2004; Smith et al., 2006; Acosta-Salinas, et al., 2009; 

García-Bocanegra et al., 2010]. 

 

La existencia de infecciones por micobacterias data de hace miles de años, 

habiéndose encontrando el agente incluso en momias egipcias. Se estima que el bacilo de la  

tuberculosis se estableció con el desarrollo urbano en la Edad Media en Europa, para luego 

diseminarse al Nuevo Mundo con los viajes de los descubridores, aunque la enfermedad ya 

existía en personas en América por lo menos 700 años antes de nuestra era [Ábalos y 

Retamal, 2004]. 

 

La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es aún muy elevada, pese a las 

numerosas y largas campañas de erradicación que se han llevado a cabo en muchos de los 

países. Gracias a la prueba de intradermorreacción (IDR) en países como Dinamarca, 

Holanda, Luxemburgo, Gran Bretaña, Estados Unidos y Australia se considera erradicada 

[Pritchard, 1988; Caffrey, 1994; Huchzermeyer et al., 1994; McDonald et al., 1999; 

Maartens y Wilkinson, 2007; WHO, 2009; Mouriño et al., 2011]. 

 

La tuberculosis bovina es considerada una zoonosis grave. Sus víctimas se 

encuentran, sobre todo, entre la población de las zonas rurales, obligadas a vivir en estrecho 

contacto con los animales; además, la ignorancia y las deficientes condiciones higiénicas y 

de manejo de los animales favorecen el contagio y dificultan el establecimiento y éxito de 

las medidas de control de la enfermedad de los bovinos, con el fin de su erradicación 

[Pritchard, 1988; Neil y Pollock, 2000; Solmaz et al., 2009].  



Revisión Bibliográfica 
 

14 
 

La epidemia mundial del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ha 

favorecido el desarrollo de la tuberculosis en seres humanos. Es especialmente preocupante 

en África donde el 94% de la población vive en países en los cuales el control de 

tuberculosis bovina no se lleva a cabo o se hace parcialmente [Ábalos y Retamal, 2004]. 

 

2.1. Importancia de la tuberculosis bovina en la inspección post mortem. 

 

 En México, como en otros muchos países existen diversas normas oficiales en las 

que se regulan las características idóneas para los centros de sacrificio, y la manera en que 

los animales deben ser sacrificados, con su respectiva verificación sanitaria para el  proceso 

de producción de la carne [Villanueva y De Aluja, 1998]. En este país la encargada de 

emitir estas normas es la Secretaría de Ganadería, Agricultura y Desarrollo Rural 

(SAGAR), fundamentadas en la Ley Federal sobre la Metrología y Normalización, en el 

reglamento interior de la Secretaría, y el Reglamento de la Industrialización Sanitaria de la 

Carne Tipo Inspección Federal (TIF). Además existen manuales sobre el manejo de la 

carne, emitidos por la Secretaría de Salud (SSA) con base en la Ley Federal de Sanidad 

Animal. [Villanueva y De Aluja, 1998].   

 

 Las normas oficiales más importantes para los centros de sacrificio animal en 

México son: la Norma Oficial Mexicana 194-SSA1-2004 que tiene como objeto establecer 

las especificaciones sanitarias que deben cumplirse en los establecimientos dedicados al 

sacrificio y faenado de animales para consumo humano, así como las especificaciones 

sanitarias que deben cumplir los productos [NOM-194-SSA1-2004], la Norma Oficial 

Mexicana 006-SSA2-1993 cuyo objeto es la prevención y control de la tuberculosis en la 

atención primaria a la salud [NOM-006-SSA2-1993] y la Norma Oficial Mexicana 031-

ZOO-1995 que tiene como función principal la prevención, control y erradicación de las 

plagas y enfermedades que como la tuberculosis bovina afectan a la ganadería, a la 

producción animal y, al comercio nacional e internacional, (no sólo por lo que se refiere a 

la calidad de los productos de origen animal sino por ser un problema de tipo zoonósico y 

de salud pública). [NOM-031-ZOO-1995; Cosivi et al., 1998; Renwick et al., 2007]. 

Dichas normas cuentan con la aprobación del Comité Consultivo Nacional de 

Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, y son publicadas en el Diario Oficial de 

la Federación,  de acuerdo a lo previsto en la Ley Federal sobre Metrología y 

Normalización. 

 

 La vigilancia en mataderos representa un componente fundamental en el programa 

nacional de erradicación de la tuberculosis bovina. Es muy importante realizar la 

inspección post mortem de manera minuciosa y más, cuando se trata de la única 

herramienta de monitorización de la tuberculosis [Corner et al., 1991; Estrada-Chávez et 

al., 2004]. Este es un método eficiente en la detección de infección y permite comprobar la 

existencia o no de la enfermedad en un hato [Corner et al., 1990; González, 2003]. Además 
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la inspección post mortem es útil para realizar estudios de prevalencia y caracterización de 

lesiones macroscópicas de tuberculosis [García Castro, 2007].  

 

 Actualmente en América Latina, la tuberculosis bovina es un problema de salud 

grave tanto en la especie humana como en bovinos y se encuentra lejos de ser erradicada, 

por lo que la inspección post mortem es una herramienta fundamental que debe ser aplicada 

en los programas de control [Tolson y Jervois, 1990; López et al., 2006]. 

 

 Para la inspección post mortem de la tuberculosis bovina se realiza la incisión de los 

ganglios linfáticos de la cabeza (mandibulares, parotideos y retrofaríngeos), tórax 

(mediastínicos y traqueobronquiales) y abdomen (mesentéricos) [NOM-031-ZOO-1995], 

además de la inspección, palpación e incisión de diversos órganos, especialmente el 

pulmón. Se trata de un procedimiento convencional que se lleva a cabo en todos los 

animales sacrificados en los mataderos de México, al igual que en otros países. Los 

hallazgos de lesiones tuberculosas en la inspección post mortem y los posteriores estudios 

de laboratorio son fundamentales en el diagnóstico de la tuberculosis bovina [López et al., 

1997]. 

 

 La experiencia de muchos países ha demostrado que la inspección post mortem es 

necesaria en la vigilancia epidemiológica, y la información que puede aportar posee un 

valor indiscutible, siendo este un método de seguimiento complementario a la tradicional 

prueba tuberculínica. [Torres y Kantor, 1996]. 

 

 

2.2. Epidemiología. 

 

En la epidemiología de la infección por M. bovis se describen dos tipos de 

hospedadores: los de mantenimiento que, son los capaces de infectarse, enfermar y 

diseminar la bacteria a otros individuos susceptibles, permitiendo que la infección se 

establezca en las poblaciones en ausencia de otra fuente de infección, y los incidentales o 

también conocidos como los “spillover hosts”, capaces de infectarse y cursar con la 

enfermedad, pero en los que es infrecuente la diseminación a otros individuos, ya que se 

requiere de una fuente externa de infección para mantener la enfermedad en la población. 

Del total de especies susceptibles, la mayoría son hospedadores incidentales, incluido el ser 

humano [Ábalos y Retamal, 2004]. Cuando alguno de los tipos de hospedadores actúan 

como reservorios en la naturaleza, la erradicación de la tuberculosis bovina es muy 

complicada [Morris et al., 1994]. 

  

La transmisión de la enfermedad puede tener diversas vías de infección, aunque se 

considera producida principalmente por vía aerógena y por contacto directo [Ritchie, 1959; 

Schulz y Trautwein, 1985; O´Reilly y Daborn, 1995]. Nieberle (1931) a través del estudio 
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de la localización anatómica de las lesiones encontradas en mataderos, sugirió que la vía 

aerógena infectaba entre el 80 y 90% del ganado bovino por inhalación de las partículas de 

Pflüger cargadas de bacilos [Collins et al., 1994; Vanham et al., 1997; Hernández et al., 

2000; Michel et al., 2010; Rivera y Giménez, 2010]. Francis (1947) corroboró estos datos y 

señaló que sería necesaria una dosis infectiva muy baja en el pulmón, incluso una sola 

bacteria, para que se establezca una infección efectiva en el bovino [Ábalos y Retamal, 

2004]. Sin embargo, para Chaussé (1913) se necesitarían al menos cinco bacilos para 

desarrollar la infección en el pulmón. 

  

Algunas investigaciones llevadas a cabo para estudiar la transmisión de la infección 

[Costello et al., 1998] muestran que bovinos infectados de forma natural, con tubérculos 

pulmonares, pueden ser fuente de infección para otros bovinos cuando permanecen en 

alojamientos cerrados, sin ventilación adecuada, como ocurre en los sistemas de producción 

intensivos, que contrariamente a los extensivos, facilitan el contacto directo de los animales 

y favorecen la propagación de la tuberculosis y numerosas enfermedades respiratorias 

[Radosistis et al., 1994; Cousins, 2001; Thrusfield et al., 2001]. Esto puede ser la causa de 

que la prevalencia de tuberculosis en el ganado varíe según el sistema de producción, 

estimándose que en el ganado vacuno en régimen extensivo se sitúa entre el 1 y 5%, 

mientras que en ganado lechero puede alcanzar el 25-50% [Francis, 1947]. 

  

Además de la vía respiratoria, existen otras menos comunes, como la alimentaria 

(tuberculosis alimentaria o enterógena), la cutánea, la congénita a través de la vena 

umbilical que en ausencia de medidas de control se produciría en el 1% de los terneros 

nacidos de vacas tuberculosas, causando lesiones en hígado y la genital, que origina 

lesiones en útero y en pene [Nieberle, 1931; Francis, 1947;  Ritchie, 1959; Pallaske, 1962; 

Schulz y Trautwein, 1985; O´Reilly y Daborn, 1995]. En el caso de la tuberculosis humana 

de origen bovino, un buen número de casos cursan como tuberculosis digestivas o escrófula 

(inflamación de los nódulos linfáticos cervicales), atribuidas al consumo de leche no 

pasteurizada [Pritchard, 1988].  Entre el 1 y 2% de las vacas tuberculosas eliminan el bacilo 

por leche [O´Reilly y Daborn, 1995; Zanini et al., 1998; Abdala y Tarabla, 2007]. 

 

El agente causal de la tuberculosis bovina, no expuesto a la luz solar, puede 

sobrevivir en heces, sangre y orina aproximadamente un año a temperaturas de 12 a 14°C, 

periodo que se reduce a 18-31 días si existe dicha exposición y si la temperatura es más 

elevada (entre 24 y 43°C) [Abdala y Tarabla, 2007; Sánchez et al., 2009]. 
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2.2.1. Hospedadores susceptibles a Mycobacterium bovis. 

 

2.2.1.1. Hombre. 

 

El hombre es un hospedador reconocido de M. bovis  y se ha señalado que es 

posible la transmisión de esta infección entre personas [Pritchard, 1988; Van Soolingen et 

al., 1994]. M. bovis puede causar los mismos cuadros patológicos en el hombre que M. 

tuberculosis [Ácha y Szyfres, 2001].  

 

La OMS estimó que la incidencia de la tuberculosis en la especie humana durante la 

última década, en todo el mundo ha aumentado de manera preocupante, refiere que en 2005 

hubo 88 millones de nuevos casos en personas [Araujo et al., 2008]. A nivel mundial M. 

bovis fue responsable del 2 al 8% de los casos de tuberculosis en humanos [Pérez-Guerrero 

et al., 2008]. 

 

En algunas regiones de México la participación de M. bovis en casos de tuberculosis 

humana, se ha estimado hasta en un 7% mientras que en la zona fronteriza de los Estados 

Unidos la proporción llega hasta un 40% [Acosta-Salinas et al., 2009; Milián Suazo et al., 

2012]. Sin embargo, la información epidemiológica que se tiene sobre la implicación de 

este agente etiológico es escasa, por las siguientes razones: 

 

1) El diagnóstico se realiza por baciloscopía que no permite distinguir M. bovis de M. 

tuberculosis. Sólo en un 1% de los casos se realiza cultivo bacteriológico.  

 

2) Cuando se realizan cultivos se utiliza principalmente el medio Löwenstein-Jensen en el 

que M. bovis crece con dificultad.  

 

3) Debido a su mecanismo de transmisión, la mayor parte de las infecciones por M. bovis 

son pulmonares, siendo difíciles de detectar, por lo que prácticamente no son notificadas 

[Vourinen et al., 1995; Yajko et al., 1995; Forthingham et al., 1999; Araujo et al., 2008]. 

 

Aunque la obligación de pasteurizar la leche y el control de la tuberculosis bovina 

han ocasionado un incremento de la vía aerógena como principal forma de contagio entre el 

hombre y el ganado bovino en uno y otro sentido [Morales et al., 2008], aún en 1992 en 

México se produjeron siete millones de litros de leche y sólo un 20% de ella fue 

pasteurizada. Un 40% de leche sin pasterizar fue destinado a la industria de derivados 

mientras que el 40% restante fue consumido sin tratamiento térmico [Yañez et al., 1996]. 
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2.2.1.2. Tejón (Meles meles). 

 

La primera descripción de tuberculosis en el tejón se remonta a 1956 en Suiza 

[Bouvier et al., 1957]. Posteriormente, en Gran Bretaña se demostró la importancia de estos 

animales en la epidemiología de la tuberculosis bovina, tras el hallazgo de tejones 

tuberculosos en el curso de una investigación sobre las causas de un inexplicable foco de 

tuberculosis en ganado bovino [Collins et al., 1994]. 

 

La participación del tejón se considera el principal reservorio de vida libre en 

Irlanda y Gran Bretaña. Los datos sobre su prevalencia únicamente existen en estos países, 

siendo especialmente elevada en las zonas sur y oeste de Gran Bretaña, donde la 

prevalencia de tuberculosis en vacas es más alta [Gallagher y Clifton-Hadley, 2000; 

Delahay et al., 2002]. Un trabajo realizado por Bourne y colaboradores en 2007 encuentra 

una prevalencia que oscila entre el 2 y 37% en tejones procedentes de 10 zonas de alta 

prevalencia de tuberculosis bovina en el sur de Inglaterra [Bourne et al., 2007]. En otros 

países como Suiza [Bouvier et al., 1957] y España [Sobrino et al., 2008; Balseiro et al., 

2013] también se ha identificado la infección tuberculosa en esta especie animal. 

 

Los tejones frecuentan los lugares de pastoreo, escarbando en busca de gusanos y es 

ahí donde excretan M. bovis por las heces, orina, esputos y a través de lesiones abiertas 

[Muirhead et al., 1974; Wilesmith, 1991; O´Reilly y Daborn, 1995]. Aunque se desconoce 

el grado exacto de intervención del tejón en la epidemiología de la tuberculosis bovina, su 

papel como reservorio se ha considerado una de las causas fundamentales del fracaso de los 

programas de erradicación de la tuberculosis. [Griffin y Buchan, 1993]. 

 

2.2.1.3. Zarigüeya (Trichosorus vulpécula). 

 

El primer hallazgo de un caso natural de tuberculosis en la zarigüeya se produjo en 

1967 en una granja en Nueva Zelanda con tuberculosis endémica [Pfeiffer y Morris, 1991; 

Morris et al., 1994]. La prevalencia de la tuberculosis en la zarigüeya ronda el 5%, 

encontrándose las lesiones de carácter exudativo y con presencia de gran número de bacilos 

en el aparato respiratorio y en los ganglios linfáticos superficiales [Pfeiffer y Morris, 1991; 

Morris et al., 1994; Tweddle y Livingston, 1994; Ryan et al., 2006]. El único programa de 

control de tuberculosis en esta especie ha consistido en la eliminación de animales en las 

áreas afectadas, ya que la zarigüeya se considera una plaga en Nueva Zelanda, por lo que la 

medida ha sido favorablemente aceptada. [Ryan et al., 2006]. 

 

2.2.1.4. Otras especies silvestres. 

 

La tuberculosis bovina en animales salvajes se describió por primera vez en 1929 en 

Sudáfrica en el kudú (Tragelaphus strepsiceros) y en el duiker (Sylvicapra grimmi) 
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[Michel, 2002]. En Uganda se determinó en 1982 una prevalencia del 10% en el búfalo 

africano (Syncerus caffer) y del 9% en el cerdo verrucoso (Phacochoerus aethiopicus). 

[Michel et al., 2006]. 

 

En Zambia se describió en el kafue lechue (Kabus leche kafuensis)  y en un eland 

(Traurotragus oryx) [Koniha et al., 1980]. En Kenia en los babuinos verdosos salvajes 

(Papio cycocephalus anubis) [Bengis et al., 1996; de Lisle et al., 2001]. También se ha 

diagnosticado la infección por M. bovis en búfalos africanos del Parque Nacional Kruger de 

Sudáfrica y, más recientemente, se han encontrado afectadas otras especies como el 

babuino chacma (Papio ursinus), el león (Panthera leo) y el guepardo (Acynonyx jubatus) 

[Koniha et al., 1980; Bengis et al., 1996; de Lisle et al., 2001; Wobeser, 2009]. 

 

Así mismo, se ha comprobado de forma esporádica la presencia de tuberculosis en 

animales silvestres que viven en zoológicos, en granjas, en laboratorios, en casas o cerca 

del hombre o de los animales domésticos, como las cabras salvajes [Sanson, 1988], cerdos 

salvajes [Corner y Pearson, 1978], llamas [Thoen et al., 1988], el búfalo de agua, ciervo 

salvaje, foca, jabalí, etc. [Naranjo et al., 2008; Santos et al., 2009] Estas especies parecen 

ser transmisoras de la enfermedad en un número bajo de casos [Guilbride et al., 1963; Hein 

y Tomasovic, 1981; Clifton-Hadley y Wilesmith, 1991; Mirsky et al., 1992; Cousins et al., 

1993; Thorel y Moutou, 1994]. 

 

También se ha descrito la enfermedad en primates no humanos y grandes félidos 

[O´Reilly, 1993a] así como brotes en explotaciones de visones y zorros plateados, sobre 

todo en Canadá, donde la tuberculosis bovina es endémica en visones salvajes [Van 

Soolingen et al., 1994]. De forma esporádica, descripciones esporádicas aparecen en 

conejos [Gill y Jackson, 1993], en liebre [Cooke et al., 1993] y hurones [de Lisle et al., 

1993]. En España M. bovis fue aislado a partir de muestras de ciervos, gamos, lince ibérico 

y liebre [Aranaz et al., 2004; Hermoso de Mendoza et al., 2006; Parra et al., 2006; Vicente 

et al., 2006; Gortázar et al., 2008]. 

 

2.2.1.5. Especies domésticas. 

 

La infección por M. bovis también se ha descrito, aunque habitualmente como casos 

aislados, de forma esporádica en animales domésticos como el perro, gato, cerdo, caballo y 

oveja, entre otros [Luke, 1958; Corner y Pearson, 1978; Morris y Pfeiffer, 1995; Palmer, 

2007]. Sin embargo, son la especie bovina y caprina las que parecen mostrar una mayor 

susceptibilidad. 
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2.3. Prevalencia. 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que la incidencia de la 

tuberculosis humana en la población mundial durante la década 1990-1999 fue de 88 

millones de casos con una mortalidad de 30 millones de personas [Poumián, 2000]. Así 

mismo, se estima que entre los años 2002 y 2020 en todo el mundo aproximadamente 1.000 

millones de personas se infectarán, más de 150 millones desarrollarán la enfermedad y 36 

millones morirán de tuberculosis [NOM-031-ZOO-1995].  

 

La tuberculosis en humanos ocupa en México el lugar número 17 entre las causas de 

muerte y el primero como causa de muerte por un solo agente infeccioso. De acuerdo con 

las notificaciones de los casos de tuberculosis, en todas sus formas, remitidas a la 

Organización Panamericana de la Salud/Organización Mundial de la Salud en 1996, 

México se encuentra entre los países de  América con tasas de incidencia entre 25 y 85/100 

000 [Morán et al., 2000]. 

 

Se calcula que Mycobacterium bovis es responsable de aproximadamente un 3% de 

los casos de tuberculosis humana en el mundo [López et al., 2006]. En México, la 

tuberculosis humana de origen animal tiene una prevalencia aproximada del 17% [Pérez-

Guerrero et al., 2008]. Como hemos comentado anteriormente, de los 7 mil millones de 

litros de leche que se producen, aproximadamente entre el 30 y 40% se consume sin 

pasterizar y esta podría ser la causa de la elevada prevalencia de la infección [López et al., 

2006; Pérez-Guerrero et al., 2008].  

 

Respecto a la tuberculosis bovina, en la inspección post-mortem en ganado no 

procedente de las Campañas de Saneamiento, se han encontrado los siguientes datos de 

prevalencia: 

 

Un 0,16% de prevalencia en Uberlandia (Brasil) determinada en el periodo de 1979 

a 1983 tras la inspección de 161.437 bovinos [Oliveira et al., 1986]. En Sao Paulo y otros 

estados brasileños fueron inspeccionados un total de 1.495.976 vacunos en 1982, 

presentando tuberculosis en un 0,36% [Ricetti et al., 1989]. En el periodo de 1984-1996 en 

el matadero de Triangulo (Brasil) se observó una prevalencia del 0,13% de un total de 

281.326 vacunos sacrificados [Oliveira et al., 1999]. 

 

En los Estados Unidos, en 1989 se sacrificaron 33.500.000 bovinos, de los cuales 

sólo el 0,0004% tenían lesiones tuberculosas [Ácha y Szyfres, 2001]. En 1995 esta 

prevalencia alcanzó un 0,05% cuando se refirió a vacunos procedentes de México [Brown y 

Hernández de Anda, 1998]. 
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En México, López et al. (1997) realizaron un estudio en 505 decomisos por 

tuberculosis, donde un 49% fueron clasificados como micobacteriosis y el 51% restante fue 

compatible con otros diagnósticos diferenciales (actinobacilosis, actinomicosis, granuloma 

eosinofilíco).  En seis mataderos de México entre 1996 y 1997 se observaron lesiones 

macroscópicas de tuberculosis en el 16% de 2.500 vacunos inspeccionados (93% mayores 

de 2 años) [Milián Suazo et al., 2000]. En Baja California, donde anualmente se sacrifican 

unos 200.000 vacunos, en 1995 y 1996 se obtuvo una incidencia en la inspección post 

mortem del 0,12%  y del 0,46%  respectivamente. [Hernández de Anda et al., 1997].  

 

2.4. Patogenia. 

 

Clásicamente, en la patogenia de la tuberculosis bovina se han reconocido diferentes 

fases, desde que el animal entra en contacto con M. bovis hasta que se producen las formas 

clínicas más graves, que se describen a continuación [Nieberle y Cohrs, 1966; Potel, 1974; 

Dahme y Weiss, 1988]: 

 

2.4.1. Primoinfección. 

 

Cuando el bacilo penetra en el organismo, se desarrolla un foco de inflamación 

exudativa con tendencia a sufrir una caseificación rápida seguida de calcificación, en el 

órgano diana. Aproximadamente a los 8 días aparecen los primeros focos primarios 

visibles, formados por un centro necrótico rodeado de un infiltrado inflamatorio 

granulomatoso de células epitelioides y gigantes, rodeadas por linfocitos.  A continuación, 

los bacilos son transportados rápidamente por la linfa a los ganglios linfáticos regionales 

ocasionando lesiones similares. A esta lesión que se forma en un principio, caracterizada 

por afectación del órgano y del nódulo linfático asociado, se le denomina Complejo 

Primario Completo. A la presencia de estas lesiones también se le conoce por la ley de 

localización de Cornet. Cuando falta la lesión del órgano y persiste la del nódulo linfático, 

se denomina Complejo Primario Incompleto. 

 

El foco primario puede desarrollarse en cualquier parte del cuerpo accesible desde el 

exterior, apareciendo con mayor frecuencia en el aparato respiratorio y el tracto digestivo 

(faringe o intestino) y con menor probabilidad en la piel, tracto genital y glándula mamaria. 

En caso de tuberculosis en la placenta, se localiza en el hígado del feto. La frecuencia 

relativa de este complejo puede variar con la edad. En el vacuno adulto, un 90-95% de estas 

lesiones pueden observarse en los pulmones y un 5-10% en el tracto digestivo. En terneros 

jóvenes,  un 49% de las lesiones se localizan en hígado, 38% en pulmón y un 13% en el 

tracto digestivo. 
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Generalización Precoz 
(Vía linfohematógena) 

Tuberculosis miliar aguda 
Tuberculosis de grandes nódulos 

Mycobacterium bovis 

Vía aerógena 

Pulmón 

Foco primario: Folículo de Köster 

Ganglio linfático regional 

Complejo Primario Completo 

Curación Latencia 

PERÍODO 

PRIMARIO 

Tuberculosis pulmonar crónica 

Reinfección Exacervación 

PERÍODO POST- 

PRIMARIO 
Intracanalicular 

Deficiencias en la dieta 
Estados hormonales de la preñez y lactación 
Otras enfermedades 

FORMAS DE RUPTURA 

2.4.2. Periodo post-primario. 

 

Es una forma de tuberculosis observada con mayor frecuencia en el ganado bovino. 

Puede desarrollarse de forma endógena por exacerbación de focos del periodo de 

primoinfección, o de forma exógena por nueva entrada de bacilos. Se caracteriza por tener 

solo una forma de diseminación, la intracanicular, sus lesiones tienden a sufrir 

reblandecimiento y no existe lesión ganglionar. Por el modo de diseminación su proceso 

suele quedar limitado a un órgano o sistema orgánico, siendo el curso de la enfermedad 

lento pero continuo (tuberculosis orgánica crónica). El reblandecimiento de las lesiones 

tiene como consecuencia una ruptura precoz hacia los conductos, eliminándose los bacilos 

al exterior con exudados y secreciones (“tuberculosis abierta”), aunque puede haber 

encapsulación y cicatrización de lesiones. 

 

                                                   

                                                         

                                                     

                                                                          

                                                                         

                                                   

Figura II.1. Etapas de la tuberculosis en el pulmón [García Marín, 1996]. 
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2.4.3. Fase de ruptura. 

 

Las deficiencias en la dieta, cambios hormonales que suceden en la preñez y  

lactación así como la coexistencia de otras enfermedades e inmunodeficiencias hacen que la 

resistencia relativa adquirida durante la Primoinfección y el Período Post-primario puedan 

fallar. Estas formas tuberculosas estarían encuadradas en los espectros lepromatosos 

intermedios (border line lepromatous forms) del espectro inmunopatológico de las 

infecciones por micobacterias. Por lo regular podemos observar la presencia de un gran 

número de bacilos en los focos caseosos. Los bacilos tuberculosos alcanzan rápidamente la 

circulación linfática y sanguínea, de tal manera que, cuando la Ley de localización de 

Cornet se cumple, puede observarse al principio como el ganglio linfático ha sufrido una 

tumefacción y en pocas horas sufre una necrosis por coagulación o una caseificación 

primaria y seca con una coloración amarillo-blanquecina, mostrando en la superficie de 

corte un punteado rojizo (sangre). El paso de bacilos a la corriente sanguínea conduce a una 

bacteriemia y frecuentemente una generalización (generalización tardía). 

 

Existen factores que determinan el curso de la tuberculosis y su cuadro lesional, es 

decir, que la inflamación sea preferentemente exudativa o proliferativa, como la: resistencia 

individual, la especie animal (la caseificación es más común en bovino, porcino y ovino, 

mientras que en el caprino además de la caseificación se da el reblandecimiento), el tipo de 

bacilo tuberculoso y el órgano y tejidos implicados [Huchzermeyer et al., 1994]. 

 

2.5. Respuesta inmunitaria. 

 

En general, la respuesta inmune frente a un agente patógeno puede ser de tipo 

celular o de tipo humoral; la primera está mediada por células, fundamentalmente 

macrófagos y linfocitos T, y se va a constituir en la principal respuesta que interviene en la 

tuberculosis, mientras que la segunda depende de la producción y actuación de anticuerpos. 

Mycobacterium bovis es un patógeno intracelular que infecta  células del sistema inmune 

del hospedador,  principalmente macrófagos [Hernández et al., 2000; Hope et al., 2003; 

Smith, 2003; Waters et al., 2003; Rivera y Giménez, 2010] que se van a constituir en uno 

de los tipos celulares claves en la interacción entre el patógeno y el hospedador.   

 

Tras la fagocitosis de M. bovis por los macrófagos, se produce una activación de  los 

linfocitos T CD4+ (cooperadores), que secretan diferentes citoquinas (principalmente el 

interferón-gamma) que actúan favoreciendo la migración de los nuevos macrófagos a partir 

de los monocitos del torrente sanguíneo hasta el foco de la lesión, donde se produce su 

proliferación y activación de dichas células permitiendo así la destrucción de las 

micobacterias fagocitadas [Bendixen et al., 1981; Williams y Williams, 1983; Sevilla, 

2007]. 
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Después de la activación de los macrófagos puede observarse una serie de 

transformaciones morfológicas (aumento de tamaño y número de organelas, de enzimas 

lisosomales y mitocondriales y una mayor adherencia) y bioquímicas (incremento de la 

actividad respiratoria, del transporte y metabolismo de la glucosa, aumento en la 

concentración de colesterol en la membrana, mayor producción de peróxido de hidrógeno y 

superóxidos), utilizados para la destrucción de los microorganismos. Esta mayor capacidad 

fagocitaria les permite destruir bacilos tuberculosos con mayor eficacia [Ando y 

Dannenberg, 1972; Edwards y Kirkpatrick, 1986]. 

 

Sin embargo, en las fases más avanzadas de la enfermedad, en las que la respuesta 

inmunitaria de tipo celular ha decaído (principalmente en las formas de ruptura), los 

macrófagos presentes en las lesiones no mostrarían el mismo grado de activación, siendo 

incapaces de destruir  las micobacterias por lo que estás se multiplican, llegando a 

desintegrar dichas células, con su posterior liberación para infectar otros macrófagos o bien, 

diseminarse a través de la linfa o de la sangre a otras parte del cuerpo [Wipple y Palmer, 

2000]. 

 

Una vez que los macrófagos son activados en el tejido infectado, proliferan y sufren 

un cambio en su morfología convirtiéndose en células epitelioides, primero inmaduras y 

luego maduras, denominándose también “macrófagos epitelioides” [Whipple y Palmer, 

2000]. Estás células poseen un gran núcleo con cromatina laxa y unos límites celulares muy 

poco definidos, por lo que cuando se acumulan dan un aspecto de tejido epitelial. En su 

citoplasma aparece el cuerpo de Schaumann, que es un complejo de sales cristalinas de 

calcio y cuerpos concoidales, quizás derivado de residuos lisosomales autofagocíticos. Las 

células epitelioides parecen no poseer función fagocitaria sino más bien productoras de 

diversas sustancias, como lisozima, mucoglicoproteína, esterasas, β-galactosidasa, 

fosfatasas ácidas y enzima convertidora de angiotensina, entre otras [Williams y Williams, 

1983; Bernardelli et al., 2002].  

 

Otro tipo de célula de la serie monocítica, con participación en la tuberculosis, es la 

célula gigante de Langhans, formada por fusión de varios macrófagos para fagocitar las 

bacterias. Dicha célula, de citoplasma abundante, presenta muchos núcleos, incluso más de 

doscientos, que están presentes principalmente en la periferia. Su función puede variar 

según la cepa infectante o la fase de la enfermedad, manteniendo o perdiendo su capacidad 

fagocítica, pero en cualquier caso conservando siempre la producción de enzimas con 

capacidad oxidativa (Brodbeck y Anderson, 2009). Una célula similar a esta es la llamada 

célula gigante de cuerpo extraño, que presenta núcleos distribuidos al azar por el 

citoplasma. Suele aparecer en las lesiones tuberculosas iniciales, debido al comportamiento 

de la micobacteria como un cuerpo extraño persistente [Mariano y Spector, 1973]. 
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Además de los linfocitos T CD4, se ha comprobado también que la población de 

linfocitos T gamma-delta son capaces de reconocer a los antígenos micobacterianos 

[Haregewoin et al., 1989; Janis et al., 1989; Kabelitz et al., 1990]. Según Janis et al. (1989) 

los linfocitos T gamma-delta generan una respuesta inmune primaria frente a las 

micobacterias tuberculosas, siendo más numerosos que las restantes poblaciones de 

linfocitos T en las primeras etapas.  

 

Según se ha señalado en algunos trabajos, los polimorfonucleares neutrófilos no 

intervienen en la inmunidad protectora contra la tuberculosis [Ridley, 1983]. Sin embargo 

existen evidencias de su participación activa en la patogenia de la enfermedad. El neutrófilo 

es la célula principal en las lesiones inflamatorias exudativas de tipo cavernoso que 

aparecen en el periodo post-primario [Ridley, 1983]. También se ha postulado que los 

neutrófilos no pueden destruir a Mycobacterium bovis sino que se limitan a eliminar bacilos 

muertos o fragmentos de los mismos [Pritchard, 1988], sin embargo, Brown et al. (1987) 

demostraron que los neutrófilos en la especie humana son capaces de destruir M. 

tuberculosis. 

 

2.6. Signos clínicos y lesiones macroscópicas. 

 

La tuberculosis generalmente, no presenta manifestaciones y/o signos específicos, 

por ello el diagnóstico clínico tiene escaso valor, dado que la enfermedad es de curso 

crónico. El signo clínico más característico es el adelgazamiento progresivo, que puede 

acompañarse de fiebre fluctuante y que en los estadios más avanzados del proceso llega a 

terminar en caquexia. En ocasiones, el animal puede presentar tos seca, intermitente y 

dolorosa con taquipnea y disnea junto con sonidos anormales a la auscultación y percusión.  

Las lesiones, en ganglios linfáticos y órganos, se caracterizan por la presencia de nódulos o 

tubérculos con material necrótico caseoso, normalmente calcificado, que va del color 

blanco hasta un amarillento, cuyo tamaño y cantidad es variable. En el pulmón la lesión, 

siempre con un componente de necrosis caseosa importante, varía en su morfología según 

el tipo de neumonía que se observa de acuerdo a las diferentes fases de la patogenia de la 

tuberculosis.  

 

2.7. Prevalencia. 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estimo que en 2005 hubo 8,8 millones 

de nuevos casos de TB, de los cuales 7,4 millones en Asia, África subsahariana y que causó 

la muerte a 1,6 millones de personas, entre las cuales 195,000 estaban infectadas por el 

Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (VIH) [Araujo et al., 2008]. Así mismo, se 

estima que entre los años 2002 y 2020 en todo el mundo aproximadamente 1.000 millones 

de personas se infectarán, más de 150 millones desarrollarán la enfermedad y 36 millones 

morirán de tuberculosis [NOM-031-ZOO-1995]. 
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En México, la tuberculosis humana de origen animal tiene una prevalencia 

aproximada del 17%. Como hemos comentado anteriormente, de los 7 mil millones de 

litros de leche que se producen, aproximadamente entre el 30 y 40% se consume sin 

pasterizar y esta podría ser la causa de la elevada prevalencia de la infección [López et al., 

2006; Pérez-Guerrero et al., 2008].  

 

La tuberculosis en humanos ocupa en México el lugar número 17 entre las causas de 

muerte y el primero como causa de muerte por un solo agente infeccioso. De acuerdo con 

las notificaciones de los casos de tuberculosis, en todas sus formas, remitidas a la 

Organización Panamericana de la Salud/Organización Mundial de la Salud en 1996,  

México  se encuentra entre los países de  América con tasas de incidencia entre 25 y 85/100 

000 [Morán et al., 2000]. 

 

Se calcula que Mycobacterium bovis es responsable de aproximadamente un 3% de 

los casos de tuberculosis humana en el mundo. La infección por Mycobacterium bovis es 

una zoonosis, con una amplia variedad de hospedadores mamíferos, si bien M. bovis es 

primariamente un patógeno bovino [Zendejas et al., 2007; Prat et al., 2010]. 

 

En la inspección post mortem en ganado no procedente de las Campañas de 

Saneamiento, se han encontrado los siguientes datos de prevalencia: 

 

Un 0,16% de prevalencia en Uberlandia (Brasil) determinada en el periodo de 1979 

a 1983 tras la inspección de 161.437 bovinos [Oliveira et al., 1986]. En Sao Paulo y otros 

estados brasileños fueron inspeccionados un total de 1.495.976 vacunos en 1982, 

presentando tuberculosis en un 0,36% [Ricetti et al., 1989]. En el periodo de 1984-1996 en 

el matadero de Triangulo (Brasil) se observó una prevalencia del 0,13% de un total de 

281.326 vacunos sacrificados [Oliveira et al., 1999]. 

 

En los Estados Unidos, en 1989 se sacrificaron 33.500.000 bovinos, de los cuales 

sólo el 0,0004% tenían lesiones tuberculosas [Ácha y Szyfres, 2001]. En 1995 esta 

prevalencia alcanzó un 0,05% cuando se refirió a vacunos procedentes de México [Brown y 

Hernández de Anda, 1998]. 

 

En Baja California, donde anualmente se sacrifican  unos 200.000 vacunos, en 1995 

y 1996 se obtuvo una incidencia en la inspección post-mortem del 0,12%  y del 0,46%  

respectivamente. [Hernández de Anda et al., 1997].  

 

En México, López et al. (1997) realizaron un estudio en 505 decomisos por 

tuberculosis, donde un 49% fueron clasificados como micobacteriosis; el 51% restante fue 

compatible con otros diagnósticos diferenciales (actinobacilosis, actinomicosis, granuloma 

eosinofilíco).  En seis mataderos de México entre 1996 y 1997 se observaron lesiones 
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macroscópicas de tuberculosis en el 16% de 2.500 vacunos inspeccionados  (93% mayores 

de 2 años) [Milián Suazo et al., 2000].  

 

2.8. Control. 

 

A finales del siglo XIX y a principios del XX se establecieron las primeras medidas 

de control de la tuberculosis bovina, consistiendo en la eliminación de los animales 

clínicamente enfermos, pero con particularidades distintas en cada país [Pritchard, 1988]. 

En 1966 Cuezva Samaniego en España,   en base a las experiencias obtenidas en diferentes 

países para la erradicación de la tuberculosis bovina,  estableció las siguientes 

recomendaciones para un mejor control de la enfermedad: 1) Prueba de la tuberculina 

intradérmica usando PPD, aislamiento a los animales reaccionantes y sacrificio de los 

positivos. 2) Estricto control en el tráfico de animales y su comercialización. 3) Prohibición 

de la aplicación de la vacuna y tratamientos. 4) Comprobar que el personal en contacto con 

los animales se encuentre libre de tuberculosis. 5) Desinfección tras descubrir una 

infección. 6) Indemnizar a los propietarios que se propusieran sanear sus establos o que lo 

hubieran logrado. 7) Aplicación de tratamientos capaces de eliminar en su totalidad todos 

los bacilos tuberculosos en todos los productos y subproductos de origen animal, tanto para 

consumo humano como animal. 

 

Las campañas basadas en la aplicación del test de la tuberculina con seguimiento al 

sacrificio de los reaccionantes positivos ha sido el único que sistema que ha permitido la 

erradicación de la tuberculosis en muchos países [Radosistis et al., 1994]. Dinamarca fue el 

primer país en declararse libre de tuberculosis bovina en 1952 y posteriormente fue 

erradicada en la Polinesia francesa, Somalia, Bermudas, Bahamas, Barbados, Luxemburgo, 

Hungría, Chipre, Noruega, Finlandia, Isla de Man, Islandia, Suiza e Israel [Pritchard, 1988; 

Gracey, 1989].  

 

La Comisión Europea a finales del  2003 informó sobre la situación de la 

tuberculosis bovina en nueve países miembros (Alemania, Australia, Bélgica, Dinamarca, 

Francia, Finlandia, Luxemburgo, Países Bajos, Noruega y seis provincias de Italia) 

reconocidos oficialmente como libres de la enfermedad [European Commission. Health and 

Consumer Protection Directorate General, 2003]. 

 

En países en los que no se realiza la prueba de la tuberculina de forma obligatoria, 

existe un elevado riesgo para la salud pública, por lo que es necesario que se destinen 

mayores recursos y esfuerzos para erradicar la tuberculosis del ganado [Corner et al., 1991; 

Pérez-Guerrero et al., 2008]. 
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II.3. PARATUBERCULOSIS BOVINA. 

 

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad infecciosa crónica, 

de los rumiantes que cursa con una enteritis granulomatosa y clínicamente, se caracteriza 

por la disminución en la capacidad productiva de los animales infectados, inducida por el 

proceso de mala absorción intestinal, que finalmente conduce a un estado de caquexia 

[Ábalos, 2001; Tejedor, 2002; Robinson et al., 2008].  

 

Esta enfermedad se describió por vez primera en Alemania a finales del siglo XIX 

[Johne y Forthingham, 1895]. Estos investigadores observaron bacilos ácido-alcohol 

resistentes (BAAR) en el intestino de bovinos, e inicialmente creyeron que se trataba de 

bacilos tuberculosos aviares o bovinos. Bang (1906) fue el primero en admitir que la 

infección era diferente de la tuberculosis y denominó a la enfermedad enteritis 

pseudotuberculosa. 

 

3.1. Etiología. 

 

El agente causal de la paratuberculosis es Mycobacterium avium sub. 

paratuberculosis (Map), microorganismo del género de Mycobacterium de crecimiento 

filamentoso o pseudomiceliar y lento.  

 

El primer aislamiento e identificación de este agente en medio de cultivo se logró en 

1911 por Twort e Ingram que lo clasificaron como, una micobacteria denominada 

Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis Johne. Posteriormente se 

conoció al microorganismo como Mycobacterium johnei [Hermon et al., 2000; Chávez, 

2005; Kruze et al., 2007;  Calderón y Góngora, 2008; Gilardoni y Mundo, 2008].  

 

Fue Bergey et al. (1923) quienes propusieron la denominación de Mycobacterium 

paratuberculosis, que ha sido el más aceptado durante largo tiempo. En la actualidad se 

considera al agente causante de la paratuberculosis como una subespecie dentro del 

complejo Mycobacterium avium, tras la clasificación propuesta por Thorel et al. (1990) 

empleando criterios genéticos y microbiológicos, que reconoce cuatro grupos dentro de las 

distintas cepas del complejo Mycobacterium avium:  

 

1.- Formado por cepas de Mycobacterium paratuberculosis y por dos cepas obtenidas de 

pacientes con enfermedad de Crohn, denominadas Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis. Estas cepas cuando se cultivan son dependientes de micobactina, incluso 

en los subcultivos. 

 

2.- Formado por cepas de Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium avium 

denominadas Mycobacterium avium subsp. avium. 
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3.- Formado por cepas de micobacterias aisladas de palomas torcaces denominadas 

Mycobacterium avium subsp. silvaticum. Estas cepas no crecen en medios de cultivo a base 

de huevo y su crecimiento se estimula a pH 5.5. 

 

4.- Formado por una única cepa vacunal de Mycobacterium paratuberculosis 316F, aislada 

en Weybridge  (1940), utilizada para la producción de antígenos y vacunas. 

 

Las técnicas de identificación genética son actualmente las más utilizadas para 

diferenciar las tres principales subespecies del complejo Mycobacterium avium. Están 

basadas en la detección de secuencias de inserción específicas de cada subespecie: para 

Map  son la IS900, la IS1311 y la ISMav2 [Green et al., 1989; Collins et al., 1990; 

Whittington et al., 2001b; Strommenger et al., 2001], aunque la primera de ellas no parece 

ser tan específica como se creía [Cousins et al., 1999; Bölske et al., 2002] 

 

Una de las características metabólicas más importantes de Map a diferencia de las 

demás micobacterias, tanto del grupo avium como de otros grupos, es su crecimiento 

extremadamente lento, debido a su elevado tiempo de generación [Juste et al., 2000]. 

 

Taylor (1951) ya señaló la existencia de varias cepas de Map, al identificar tres tipos 

diferentes, según requerimientos y características de cultivo: una cepa bovina que afecta a 

otras especies, una cepa ovina pigmentada que además parece ser la más virulenta [Stamp y 

Watt, 1954] y una cepa no pigmentada aislada en ovejas procedentes de Islandia.   

 

Estas diferencias en cultivo fueron investigadas por diferentes autores [Juste  et al., 

1991; Muskens et al., 2000; Whittington et al., 2001c] comprobando que las cepas de 

pequeños rumiantes eran más fáciles de cultivar que las cepas bovinas y al contrario que 

éstas, su crecimiento se veía inhibido por el piruvato sódico [Juste et al., 1991]. 

 

En base a pruebas genéticas se han establecido principalmente dos grandes grupos 

de Map,  uno para las cepas ovinas y una cepa caprina aislada en Nueva Zelanda y otro para 

las cepas bovinas, caprinas y de otros animales [Collins et al., 1990; Bauerfeind et al., 

1996; Whittington et al., 2001c; Dohmann et al., 2003]. Desde el punto de vista de la 

capacidad infectiva, se ha demostrado que algunas cepas de origen  caprino tienen poca 

patogenicidad para el ganado bovino [Saxegaard, 1990]. Sin embargo, esta distinción desde 

el punto de vista genético a nivel de campo no parece estar muy clara, ya que diferentes 

autores han encontrado similitudes genéticas entre cepas aisladas de caprino y ovino con 

otras aisladas a partir de bovino [Muskens et al., 2000; Pillai et al., 2001; Whittington et 

al., 2001c]. 
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3.2. Epidemiología.  

 

La paratuberculosis en una enfermedad conocida tradicionalmente por afectar a los 

rumiantes domésticos, aunque en realidad posee un rango más amplio de hospedadores, ya 

que se ha confirmado mediante técnicas serológicas, histopatológicas y bacteriológicas en 

rumiantes salvajes [Chiodini et al., 1984; Blood et al., 1989; Stabel, 1998; Beard et al., 

2001a; Kennedy y Benedictus, 2001; Olsen et al., 2002; Stanley et al., 2007; Sánchez et al., 

2009] principalmente en ciervos (Cervus elaphus) [Temple et al., 1979; Chiodini y Van 

Kruiningen, 1983; de Lisle et al., 1993; Fawcett et al., 1995; Stehman, 1996; Nebbia et al., 

2000; Pávlik et al., 2000; Mackintosh et al., 2002], bisontes (Bison bison) [Buergelt y 

Ginn, 2000; Leid et al., 2002; Mackintosh et al.,2002], muflones (Ovis musimon) [Weber et 

al., 1992; Pávlik et al., 2000], llamas (Lama glama) [Blood et al., 1989; Belknap et al., 

1994; Miller et al., 2000; Stanley et al., 2007] y, camellos (Camelus bactrianus) [Paling et 

al., 1988; Stehman, 1996; Kramsky et al., 2000] entre otros. 

 

El agente causal de la enfermedad también ha sido aislado en varios animales 

monogástricos como cerdos (Sus scrofa) [Jorgensen, 1969; Larsen et al., 1971; Thoen et 

al., 1975], conejos (Oryctolagus cuniculus) [Angus, 1990; Daniels et al., 2003a, 2003b; 

Tiwari et al., 2006; Sevilla, 2007; Bannantine et al., 2008; Merck, 2008], caballos (Equus 

caballus) [Larsen et al., 1972], lobos (Canis lupus),  comadrejas (Mustela nivalis) [Tiwari 

et al., 2006; Sevilla, 2007; Bannantine et al., 2008; Merck, 2008], liebres (Lepus 

europacus), tejones (Meles meles), roedores, diferentes tipos de aves [Van Kruiningen et 

al., 1991; Beard et al., 2001a; Daniels et al., 2003b, 2003c], animales de laboratorio 

[Hamilton et al., 1991], exceptuando la rata de Lewis [Koets et al., 2000b] y también en el 

hombre, donde se ha relacionado como posible causa de la enfermedad de Crohn, una 

enteritis crónica regional propia de la especie humana [Alfaro et al., 2006; Sánchez et al., 

2009], lo que adjudicaría a Map un potencial riesgo zoonótico. 

 

Se ha señalado que algunos de estos hospedadores silvestres, como los conejos, 

podrían jugar un papel importante en la transmisión de la infección a los rumiantes 

domésticos en algunas regiones, ya que pueden liberar en sus heces millones de 

Map/hectárea y los rumiantes domésticos contagiarse cuando pastan o comen alimentos 

contaminados con Map [Greig et al., 1999; Daniels et al., 2001; 2003a, 2003b, 2003c]. 

 

Un estudio realizado en Grecia por Florou et al. (2008) concluyó que la cepa de 

Map más frecuente en rebaños ovinos y caprinos infectados de paratuberculosis, coincidía 

con aquella aislada en cuatro especies salvajes monogástricas diferentes que coexistían con 

estos rebaños (ratas, ratones, zorros y liebres). Asimismo, mediante técnicas moleculares, 

se han identificado los mismos genotipos de Map entre diferentes hospedadores silvestres y 

domésticos que convivían en el mismo hábitat, apoyando la teoría de transmisión 

interespecie [Stevenson et al., 2009]. 
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Sin embargo, Whittington et al. (2001a) empleando técnicas moleculares 

demostraron que las cepas que infectaban al ganado bovino y a los bisontes eran diferentes. 

Por ello se requieren más estudios para estimar el impacto y riesgo epidemiológico real que 

estas especies, animales silvestres suponen para el ganado ovino, caprino y bovino 

[Kennedy y Benedictus, 2001; Florou et al., 2008]. 

 

3.3. Patogenia.  

 

Los animales jóvenes, menores de un año son los más susceptibles de infectarse con 

Map y el contagio se produce principalmente por la vía digestiva, al mamar de ubres 

contaminadas con heces de animales excretores [Julián, 1975; Chiodini, et al., 1984; Blood 

et al., 1989; Juste y Adúriz, 1990b; García Marín et al., 2000; Bernardelli et al., 2002; 

Raizman et al., 2004; Jorge et al., 2005; Alfaro et al., 2006; Wells et al., 2006; Bannantine 

et al., 2008; Griffiths et al., 2008; Merck, 2008]. 

   

Existen otras vías, aunque de menor importancia, como el calostro [Streeter et al., 

1995; Millar et al., 1996] el agua, alimento y, diversas superficies contaminadas a las que 

los animales tienen acceso [Taylor, 1951; Cocito et al., 1994; Swenney, 1996;  Stabel, 

1998; Hansen y Rossitier, 1999; Gerlach, 2002; Mura et al., 2006; Tiwari et al., 2006]. 

 

Se ha propuesto la vía transuterina como una forma de contagio, debido a que se ha 

asilado Map en vacas infectadas con y sin signos clínicos, a partir de cotiledones y, mucosa 

del útero [Doyle, 1954; Pearson y McCelland, 1955; Lawrence, 1956], de fetos [Pearson y 

McClleland, 1955; Merkal, 1984b; Seitz et al., 1989; Sweeney et al., 1992], pero de forma 

muy ocasional y sin importancia en la práctica [Reddy et al., 1984; Rebhun, 1995]. 

También se ha aislado del tracto genital y del semen de toros, aunque la infección por esta 

vía no se ha demostrado [Larsen et al., 1981; Eppleston y Whittington, 2001; Chávez, 

2005]. 

 

Igualmente se ha constatado la participación de vectores en presencia de la 

enfermedad, huevos de tricoestróngilos, diferente lombrices de tierra (ninfas de cucaracha) 

y diversas especies de moscas [Whittington et al., 2001a; Fisher et al., 2001; 2003a, b; 

2004; Sevilla, 2007] que han estado en contacto con heces contaminadas con la 

micobacteria. 

 

Estudios experimentales realizados en bovinos, indican que una vez ingerida la 

micobacteria patógena y después de haber atravesado la barrera intestinal por endocitosis, 

las primeras lesiones de la paratuberculosis aparecen en la placa de Peyer ileal [Momotami 

et al., 1988; Lugton, 1999]. 
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El tejido linfoide juega un papel muy importante en la infección por Map, lo cual 

podría explicar el alto porcentaje de susceptibilidad en los animales jóvenes. En este 

sentido, la placa de Peyer representa alrededor del 90% del tejido linfoide intestinal en los 

corderos al nacimiento, involucionando a las 12 semanas de vida y regresando casi en su 

totalidad entre los 15 y 18 meses de vida, lo que limitaría la implantación del 

microorganismo [Reynolds y Morris, 1983]. 

 

La entrada de Map en el tejido linfoide intestinal se produce a través de las células 

M situadas en el epitelio de revestimiento de las cúpulas de la placa de Peyer, las cuales 

degradan y presentan la micobacteria con otras células del sistema inmune en asociación 

con los linfocitos T del área parafolicular [Momotami et al., 1988; García Marín et al., 

1992a; Snider et al., 1992; Fujimura y Owen, 1996; Lugton, 1999; Sigurdardóttir et al., 

2001; Stabel et al., 2007; Zapata et al., 2008]. 

 

Las células M transportan las micobacterias de forma transcelular de forma que son 

captadas por macrófagos intraepiteliales o subepiteliales de la lámina propia adyacente a la 

placa de Peyer, donde se sitúan en fagosomas [Chiodini et al., 1984; Momotami et al., 

1988; Kaufmann, 1995; Fujimura y Owen, 1996;  Lugton, 1999; Valentin-Weigand y 

Goethe, 1999; Tessema et al., 2001; Sigurdardóttir et al., 2001]  llegando a sobrevivir allí 

hasta 15 días [Kuehnel et al., 2001].  

 

Estos macrófagos son considerados células blanco en la infección paratuberculosa 

[Kaufmann, 1995]. No está suficientemente aclarado como sobrevive Map dentro de los 

macrófagos, pero lo cierto es que puede resistir los diversos mecanismos antimicrobianos 

de estas células, tales como la fusión fagosoma-lisosoma, mecanismos oxidativos, enzimas 

lisosómicas y producción de óxido nítrico [Harris y Barletta, 2001] o producir el bloqueo 

de la acidificación fagosómica inhibiendo así la maduración de los fagosomas a 

fagolisosomas funcionales lo que favorece su replicación en las vacuolas bacterióforas 

[Cheville et al., 2001; Hostetter et al., 2002].  

 

Como consecuencia de la respuesta inmunológica que ofrece el hospedador, puede 

ocurrir que los macrófagos destruyan a la micobacteria y el animal supere la infección, o 

que la micobacteria sobreviva y el animal desarrolle la enfermedad clínica o bien 

permanezca como portador asintomático de la infección durante largos periodos, pudiendo 

excretar Map [Rankin, 1961; Gilmour et al., 1978; Fodstad y Gunnarsson, 1979; Thomas, 

1983; Blood et al., 1989; Snider et al., 1992; Barker et al., 1993; Clarke, 1997; Storset et 

al., 2001]. La evolución hacia un estado u otro depende de diversos factores que se reflejan 

a continuación:  

 

*Patogenicidad de las cepas de Map, tanto intraespecífica como interespecífica [Stamp y 

Watt, 1954; Saxegaard, 1990]. 
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* Tiempo de exposición de la bacteria y la dosis recibida [Clarke y Little, 1996; Sweeney, 

1996; Whithlock y Buergelt, 1996; Bannantine y Stabel, 2002]. 

 

*La respuesta del hospedador [García Marín et al., 1994; Clarke, 1997] influida por 

factores como: la especie del rumiante afectada [Stabel et al., 2003] y susceptibilidad 

genética [Koets et al., 2000a], la edad [Doyle y Spears, 1951; Larsen et al., 1975; Clarke, 

1994; Cocito et al., 1994; Whithlock y Buergelt, 1996]. 

 

*Estado nutricional y dieta [Doyle y Spears, 1951; Snider et al., 1992; Harris y Barletta, 

2001; Stabel et al., 2003]. 

 

*Condiciones de estrés, y cambios hormonales como el parto y la lactación [Reddy et al., 

1984; Kreeger, 1991; García Marín et al., 1994; Rebhun, 1995]. Estudios realizados “in 

vitro” muestran que la hormona del crecimiento y la prolactina afectan la capacidad de los 

monocitos sanguíneos de los bovinos para fagocitar y destruir a Map [Feola et al., 1999]. 

  

*Estado inmunológico, que determina la capacidad del animal para que la infección 

progrese. [Gilmour et al., 1978; Clarke et al., 1996]. 

 

3.4. Signos clínicos.  

 

Los animales pueden infectarse en las primeras semanas de vida, pero debido al 

carácter crónico de la paratuberculosis, estos no empiezan a manifestar signos clínicos 

hasta la edad adulta, tras un largo periodo de incubación. Los síntomas no se observan antes 

de 2 años, frecuentemente tras el parto, durante la primera o segunda lactación, si bien 

pueden padecerla también animales mayores. Sin embargo, la paratuberculosis clínica es 

muy rara en animales menores de 1,5 años [Chiodini et al., 1984; Sherman, 1985; Blood et 

al., 1989; Barker et al., 1993; García Marín et al., 1994; Stabel, 1998; Pávlik et al., 2000; 

Pérez et al., 2000; Coromoto et al., 2006], aunque a partir de los 11 meses de edad pueden 

convertirse en excretores [Kalis et al., 1999]. 

 

La paratuberculosis es una enfermedad caquectizante ya que su signo clásico más 

característico es la pérdida progresiva de peso y de la condición corporal dando como 

resultado un adelgazamiento crónico en todas las especies, a pesar de recibir los animales 

una alimentación adecuada y de no tener pérdida del apetito [Aller et al., 1973; García 

Marín et al., 1994; Pávlik et al., 2000; Pérez et al., 2000; González et al., 2005; Pradenas et 

al., 2008]. La mala absorción y la pérdida de proteínas asociadas a la inflamación del 

intestino son la principal causa de la pérdida de peso [Allen et al., 1974] si bien las 

manifestaciones pueden ser diferentes de acuerdo a la especie afectada. Un signo clínico 

asociado a la hipoproteinemia es el edema en las partes declives, siendo el más típico el 
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edema submandibular que tiende a desaparecer cuando se desarrolla la diarrea [Chiodini et 

al., 1984; Whitlock y Buergelt, 1996].  

 

En el ganado bovino la pérdida de peso frecuentemente se acompaña  de diarrea 

crónica o intermitente, no sanguinolenta, en ocasiones maloliente, que no responde 

eficazmente a tratamientos con antibióticos o con algún cambio en la alimentación 

[Chiodini et al., 1984; Sherman, 1985; Blood et al., 1989; Barker et al., 1993; Corpa et al., 

1998a; Hansen y Rossitier, 1999; Pérez et al., 2000; Ábalos, 2001]. Este signo clínico 

puede durar varias semanas o incluso en meses, con periodos de recuperación transitoria 

[Juste et al., 1983; Pérez et al., 2000]. 

 

  Además de la diarrea y caquexia en el ganado vacuno lechero de alta producción 

pueden observarse otros síntomas más inespecíficos: disminución en la producción láctea 

que va del 5 al 25% y ocasionalmente, alteraciones en la fertilidad, además de una mayor 

susceptibilidad a padecer problemas de mastitis. [Sherman, 1985; Adúriz et al., 1994; 

Corpa et al., 1998a; Stabel, 1998; Valentine-Weigand y Goethe, 1999; Pérez et al., 2000; 

Stabel et al., 2007; Yakes et al., 2008; Raizman et al., 2009; Sánchez et al., 2009]. En 

ocasiones, estas alteraciones son las únicas que se presentan, el bajo rendimiento 

productivo, la pérdida de peso o las diarreas intermitentes, que normalmente el ganadero o 

veterinario confunden con problemas de tipo digestivo no infeccioso suelen ser la causa de 

la eliminación de los animales de la explotación [Badiola et al., 1979;  Sherman, 1985; 

Rebhun, 1995; Withlock y Buergelt, 1996; Clarke, 1997; Pérez et al., 2000; Calderón y 

Góngora, 2008; Yakes et al., 2008]. 

 

Después de haberse iniciado el proceso clínico, la mortalidad alcanza un 100%, 

aunque en ocasiones, la disminución de producción láctea, pérdida de peso y diarrea, 

pueden conducir a un secado prematuro del animal permitiéndole la recuperación parcial 

hasta la siguiente lactación [Pérez et al., 2000]. 

 

3.4.1. Lesiones macroscópicas. 

 

Los primeros hallazgos observados en la necropsia de un animal clínicamente 

afectado por paratuberculosis son: caquexia, atrofia muscular, pérdida de la grasa 

mesentérica y de los surcos coronarios que se remplaza por tejido gelatinoso (atrofia 

serosa), y presencia de edemas en tejido subcutáneo de zonas declives, destacando el edema 

submandibular y la efusión de líquidos serosos en diferentes cavidades corporales en forma 

de ascitis o hidropericardias. [Pérez et al., 2000; Ábalos, 2001; Tejedor, 2002; Berger et al., 

2006]. 

 

  Las lesiones características específicas de esta enfermedad se localizan en el 

intestino delgado y nódulos linfáticos regionales [Badiola et al., 1979; García Marín et al., 
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1994; Pérez et al., 2000; Ayele et al., 2001; Bernardelli et al., 2002; Berger et al., 2006; 

Brown et al., 2007; Jaimes et al., 2008]. 

 

Aparecen principalmente en los tramos finales del intestino delgado, pudiéndose 

observar un marcado engrosamiento de la pared, principalmente en la válvula ileocecal, 

íleon y las porciones más distales del yeyuno, dando una apariencia de “tubo de goma”. En 

ocasiones también puede estar afectado el ciego y los primeros tramos del colon. En casos 

más avanzados las lesiones pueden extenderse de forma difusa desde el duodeno hasta el 

recto. Al abrir los tramos alterados, la mucosa y submucosa presentan un aspecto tumefacto 

y edematoso, están muy engrosadas y muestran pliegues que recuerdan a las 

circunvoluciones del cerebro, que no desaparecen al estirar el intestino, y, en ocasiones, sus 

ápices aparecen congestivos, con múltiples petequias e incluso pequeñas erosiones, en 

contraste con el resto de la pared intestinal, que  muchas veces presenta una coloración 

pálida [Hutyra y Marek, 1930; Buergelt et al., 1978; Badiola et al., 1979; Juste et al., 1983; 

Carrigan y Seaman, 1990; Corpa et al., 1998a; Pérez et al., 2000; Bernardelli et al., 2002; 

Berger et al., 2006; Brown et al., 2007; Sevilla, 2007; Jaimes et al., 2008]. 

 

Acompañando al engrosamiento de la pared intestinal se observa linfangiectasia y 

linfangitis en la serosa, de forma que los vasos linfáticos a menudo aparecen como 

cordones blanquecinos o transparentes, visible en la serosa intestinal y mesenterio en 

animales con caquexia extrema. En algunos casos no son tan evidentes, y solo pueden 

observarse de manera focal poco aparente, principalmente en ovinos y caprinos, y con 

menor frecuencia en bovinos [Barker et al., 1993; Pérez et al., 2000; González, 2003; 

Kurade et al., 2004; Brown et al., 2007]. 

 

Por su parte, los nódulos linfáticos mesentéricos, principalmente los yeyunales e 

ileocecales, aparecen aumentados de tamaño, tumefactos y edematosos. Al corte presentan 

una coloración muy pálida, llegando a ser prácticamente indistinguible la zona medular de 

la cortical, otras veces, la medular puede adquirir un color marronáceo-verduzco [Buergelt 

et al., 1978; Chiodini et al., 1984; Blood et al., 1989; Carrigan y Seaman, 1990; Barker et 

al., 1993; Corpa et al., 1998a, 2000; González et al., 2003; Brown et al., 2007]. 

 

En bovinos con paratuberculosis clínica muy avanzada se ha descrito la formación 

de focos de mineralización y fibrosis en las paredes arteriales, principalmente en aorta, 

arteria mesentérica, así como en endocardio, dando un aspecto macroscópico de placa 

rugosa blanquecina [Chiodini et al., 1984; Blood et al., 1989; Corpa et al., 1998a; Pérez et 

al., 2000; González, 2003; Brown et al., 2007]. 
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3.4.2. Lesiones microscópicas. 

 

Microscópicamente la paratuberculosis se caracteriza por una enteritis y linfadenitis 

de tipo granulomatoso. En la lámina propia, se observa un infiltrado focal o difuso de 

linfocitos, gran cantidad de macrófagos  homogéneos y células epiteloides  que se agrupan 

formando los granulomas característicos de esta enfermedad [Stamp y Watt, 1954; Rayja y 

Singh, 1961; Buergelt et al., 1978; Badiola et al., 1979; Barker et al., 1993; García Marín et 

al., 1994; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000; Pérez et al., 2000; Chávez, 2005; Brown et 

al., 2007; Slana et al., 2008].  

 

Histológicamente, los animales con la forma clínica de la enfermedad muestran 

lesiones graves difusas, principalmente de tipo multibacilar, con abundantes BAAR en 

válvula ileocecal, íleon y yeyuno, que se pueden extender en ocasiones a diferentes tramos 

de intestino grueso, principalmente en ciego y colon, siendo más esporádica la presencia de 

alteraciones de duodeno y recto. Además, pueden encontrarse células gigantes 

multinucleadas de Langhans, observadas con mayor frecuencia en el ganado bovino, 

aunque también pueden aparecer otros tipos celulares como linfocitos, células plasmáticas y 

eosinófilos [Buergelt et al., 1978; Carrigan y Seaman, 1990; Peris, 1992; García Marín et 

al., 1992c; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000; Pérez et al., 2000; Ábalos, 2001; Tiwari et 

al., 2006; Brady et al., 2008; Liying et al., 2008].  

 

En casos más graves el exudado inflamatorio se extiende por las vellosidades 

intestinales, por lo que se observan dilatadas y deformadas, incluso atróficas, llegando a 

desplazar y obliterar las criptas de Lieberkhün, por la presencia de abundante material 

necrótico y células inflamatorias en su interior [Badiola et al., 1979; Pérez et al., 1996; 

Corpa et al., 1998a, 2000; Pérez et al., 2000; González et al., 2005; Brown et al., 2007]. 

 

En cuanto a lesiones extra-intestinales asociadas a paratuberculosis, en casos 

clínicos avanzados y graves, puede observar la, degeneración y fibrosis con depósito de 

sales de calcio en la capa íntima y media de la arteria aorta y endocardio descritas en 

bovino [Simpson, 1966; Buergelt et al., 1978; Clarke y Little, 1996; Corpa et al., 1998a; 

González, 2003; Brown et al., 2007]. También se han descrito granulomas multifocales en 

el hígado con, presencia de bacilos ácido-alcohol resistentes [Harding, 1957;  Buergelt et 

al., 1978; Chiodini et al., 1984; Carrigan y Seaman, 1990; González, 2003]. Con menos 

frecuencia se han señalado lesiones granulomatosas focales en los riñones,  pulmones y 

nódulos linfáticos regionales [Hines et al., 1987; Clarke y Little, 1996; Sevilla, 2007]. 

 

Teniendo en cuenta la variabilidad de las lesiones paratuberculosas en las distintas 

especies de rumiantes domésticos, se han propuesto diversas clasificaciones de las mismas, 

atendiendo a la gravedad y, extensión, tipos celulares implicados y la cantidad de 
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micobacterias presentes en las lesiones. [Clarke y Little, 1996; Pérez et al., 1996; Coetsier 

et al., 1998; Brumbaugh et al., 2000; Corpa et al., 2000; González et al., 2005]. 

 

En ganado bovino, destacan los trabajos realizados por Buergelt et al. (1978) y por 

González (2003). Los primeros, realizaron un estudio en 51 animales desechados de dos 

rebaños infectados con paratuberculosis, tomando muestras de duodeno, yeyuno, íleon, 

válvula ileocecal, ciego, colon, recto y nódulos linfáticos mesentéricos e ileocecales, 

clasificando las lesiones en leves, moderadas y graves, en base a los tipos celulares y a la 

presencia de BAAR. 

 

-Lesiones leves o de tipo I: Caracterizadas por la presencia de células gigantes de Langhans 

en la lámina propia de las vellosidades intestinales o dispersas en la paracortical de los 

nódulos linfáticos, apareciendo pocas células epitelioides con escasa o nula presencia de 

BAAR. 

 

-Lesiones moderadas o de tipo II: Caracterizadas por la presencia de pequeños grupos de 

macrófagos con varias células gigantes de Langhans en la lámina propia y submucosa, en 

senos subcapsulares o paracortical de los nódulos linfáticos regionales, con cantidad de 

BAAR variable, nula o moderada. 

 

-Lesiones graves o de tipo III: Presentan un infiltrado inflamatorio compuesto por un gran 

número de macrófagos y células gigantes de Langhans en todas las capas de varios tramos 

del intestino delgado, afectando a la mucosa, submucosa, muscular y serosa, alterando la 

estructura histológica normal de las vellosidades intestinales. Así mismo, se observa una 

dilatación de las criptas de Lieberkhün. También se afectan gravemente los nódulos 

mesentéricos, donde el infiltrado de macrófagos y células gigantes en los senos 

subcapsulares y en la paracortical, llega a reemplazar a los folículos linfoides. Los 

macrófagos contienen abundantes BAAR. 

 

González et al., (2005), realizan una nueva clasificación a partir de los resultados 

obtenidos en 116 animales infectados con y sin signos clínicos, siguiendo los criterios 

propuestos por Pérez et al.  (1996) en los que también se incluyen animales con infección 

subclínica.  

 

Estos autores distinguen tres tipos principales de lesiones: focales, multifocales y 

difusas, similares a los descritos para la especie ovina [Pérez et al., 1996] con las siguientes 

particularidades:  

 

*Lesiones focales.- En esta especie, es frecuente la aparición de alguna célula gigante 

asociada a los granulomas o asiladas principalmente en el tejido linfoide ileocecal, tal y 
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como han descrito otros autores [Payne y Rankin, 1961a, 1961b; Gilmour et al., 1965] en 

infecciones experimentales en ganado bovino. 

 

*Lesiones multifocales.- Este tipo de lesiones se caracterizan por la presencia de pequeños 

granulomas o de células gigantes de Langhans, asociadas a los granulomas o aisladas, sin 

producir alteración morfológica de las vellosidades intestinales, aunque en ocasiones puede 

existir un ligero engrosamiento de la pared intestinal en algún tramo. Estas lesiones 

aparecen tanto en la mucosa, como en los espacios interfoliculares de la placa de Peyer y/o 

de los nódulos linfáticos ileales o yeyunales, siendo mayores, en tamaño y número que las 

lesiones focales. Los BAAR pueden observarse en cantidades variables.   

 

*Lesiones difusas.- En este caso, la diferencia con la clasificación en ovinos radica en la 

aparición de un subtipo de lesiones intermedias, semejantes a las descritas por Kheirandish 

et al. (2008). Las lesiones halladas frecuentemente en el estudio de González et al. (2005), 

fueron lesiones difusas que compartían características con las formas multibacilares y 

linfocíticas, por lo que se considera como un subtipo mixto. En ellas el infiltrado es una 

mezcla de linfocitos, células plasmáticas, macrófagos formando pequeños granulomas, así 

como células gigantes en número variable. Este infiltrado altera la estructura histológica 

normal de la mucosa intestinal y puede diseminarse hacia la submucosa en los casos más 

graves, donde aparece rodeando vasos a veces con trombos. La serosa presenta una 

linfangitis y serositis marcada, con distintos niveles de gravedad dependiendo  del tramo en 

que se localice. Los nódulos linfáticos también se encuentran afectados, principalmente el 

mesentérico caudal. En este tipo de lesiones se detecta un número elevado de BAAR 

mediante ZN o tinción inmunohistoquímica, aunque siempre en cantidad inferior a las 

formas multibacilares. 

 

3.5. Prevalencia.  

 

La paratuberculosis es una enfermedad de creciente prevalencia en animales de 

abasto, de distribución mundial y es, considerada como una de las enfermedades 

emergentes más importantes [Chávez, 2005; Kruze et al., 2007] que causan graves pérdidas 

económicas [López et al., 2006]. Aunque el estudio de la prevalencia de la infección por 

Map  se ve limitado por la eficacia de las técnicas diagnósticas y el largo período de la 

latencia de la infección [Sevilla, 2007], se ha señalado que la prevalencia es mayor en 

bovinos de producción lechera en régimen intensivo. [Boelaert et al., 2008].  

 

Se han utilizado deferentes métodos para determinar la prevalencia de la  

paratuberculosis, principalmente usando métodos bacteriológicos y serológicos. El cultivo 

ha sido el método bacteriológico más utilizado, pero también se emplean, aunque en menor 

medida, técnicas moleculares como la PCR. En 1969 Jorgensen y posteriormente en 1972, 

determinó una tasa de infección a partir del cultivo de ganglios linfáticos mesentéricos de 
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animales sacrificados en Dinamarca, de un 2,3% y de un 9,8% respectivamente. Utilizando 

esta misma técnica, a partir de muestras de hígado, tonsilas, colon, íleon, válvula ileocecal 

y ganglio linfático ileocecal, se obtuvo una positividad del 18% en vacuno tomado al azar 

sacrificado en mataderos de Nueva Inglaterra [Chiodini y Van Kruiningen, 1986]. Por otra 

parte, en 1987 Merkal y su grupo colaborador, obtuvieron una prevalencia del 1,6% en 

ganglios linfáticos ileocecales de ganado vacuno sin sintomatología clínica de 

paratuberculosis sacrificados en diferentes mataderos de Estados Unidos. 

 

Los estudios realizados para determinar la prevalencia de la paratuberculosis en los 

rebaños, mediante cultivo fecal, indicaron que, en Illinois el 35% [McPherron et al., 1983], 

en Gran Bretaña el 20% [Rankin, 1962] y en Dinamarca el 4% [Jorgensen, 1972] de las 

granjas estaban infectadas. 

 

En España, la primera descripción de la paratuberculosis fue en 1915 [Ferreras, 

1915] y posteriormente en 1935 [Roca Soler, 1935], aunque la confirmación de una 

infección por Map en ganado bovino, data de 1983 en un rebaño de raza Charoláis en el 

País Vasco [Juste et al., 1983]. Un estudio realizado sobre 134 animales sacrificados en 

mataderos de Asturias, reveló una prevalencia del 28,35% mediante histopatología, 

inmunohistoquímica y PCR de la válvula ileocecal, ganglio linfático ileocecal y yeyunal 

caudal [Balseiro et al., 2003]. En lo que se refiere a la prevalencia intrarebaño de la 

infección, existen muy pocos estudios publicados al respecto. Destaca el realizado por 

González (2003), sobre 3 rebaños positivos a paratuberculosis. En el mismo, se obtuvieron 

prevalencias que oscilaban entre un 12% y un 27%. 

 

En México esta enfermedad es poco conocida y sería necesaria su consideración en 

el ganado importado de países de Europa, EEUU, Canadá, Nueva Zelanda y Australia 

[Esteves-Denaives et al., 2007]. 

 

3.6. Control. 

 

Además de poner en práctica los diferentes programas de control, es recomendable 

llevar a cabo un manejo correcto y mantener buenas medidas higiénico-sanitarias, para 

disminuir la propagación de la enfermedad en los animales. La limpieza y desinfección 

periódica juegan un papel importante en el control de la enfermedad, así como, la 

eliminación y el aislamiento de los animales con sintomatología clínica [Juste et al., 1990a; 

Juste y Sáez de Ocariz, 1990; Adúriz et al., 2000; Kalis et al., 2001; Beyerbach et al., 2001; 

Gerlach, 2002; Muskens et al., 2003; Gruenendaal et al., 2003]. Además, es de suma 

importancia evitar la entrada y salida de animales incontrolados, por lo que se recomienda 

realizar pruebas de diagnóstico a los mismos para asegurar que están libres de la 

enfermedad [Adúriz et al., 2000]. 
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La mayoría de los programas de control tienen como principales objetivos [Kennedy 

et al., 2001]: 1) reducir las pérdidas económicas, 2) proteger a los rebaños no infectados o 

de bajo riesgo, 3) mejorar las condiciones de los rebaños infectados, 4) disminuir la 

excreción de Map en el medio ambiente, 5) romper la cadena de transmisión en los 

animales recién nacidos, y 6) disminuir el riesgo de Map en los productos animales. 

  

3.6.1. Vacunación. 

 

Las primeras vacunaciones frente a la paratuberculosis bovina se llevaron a cabo en 

1926 en Francia con una cepa atenuada [Vallee y Rinjard, 1926]. Desde entonces se han 

usado una gran variedad de vacunas con aislados de Map vivos atenuados o no atenuados 

[Hagan, 1936; Gilmour y Brotherston, 1966; Larsen et al., 1974], inactivadas térmicamente 

[Larsen et al., 1978; Brotherston et al., 1961] o con fragmentos de Map [Gilmour y 

Brotherston, 1966; Larsen et al., 1969; Larsen et al., 1978]. La cepa de Map que más se 

emplea para la preparación de vacunas es la 316 F (Central Veterinary Laboratory, 

Weybridge, Inglaterra), aunque se han empleado otras como la cepa 18, cepa 5889 de 

Bergey, un aislado del Instituto de Lelystad (Holanda) y aislados de campo [Harris y 

Barletta, 2001]. Actualmente existen vacunas comerciales vivas como es el caso de 

NeoparasecTM (MERIAL, New Zealand Ltd., Nueva Zelanda) e inactivadas como es la 

vacuna de Gudair® (CZ Veterinaria S.A., Pontevedra, España).  

 

En cuanto a la vía de inoculación, la más utilizada es la administración subcutánea 

durante el primer mes de vida para proteger al animal antes de que se produzca la infección 

o impedir la progresión de la misma si el animal ya está infectado [Larsen, 1964]. Sin 

embargo, Corpa et al. (1998a) indicaron que tanto la respuesta inmune humoral como la 

celular, inducidas con la vacuna de Gudair en los pequeños rumiantes, son más intensas, 

rápidas y persistentes cuando se realizan a los 4-5 meses de edad [Corpa et al., 1998b]. Una 

dosis ofrece suficiente inmunidad y no es necesaria una segunda dosis vacunal ya que se ha 

demostrado que incluso puede provocar una disminución en la protección adquirida 

[Gilmour, 1976; Bendixen, 1978; Stuart, 1965]. 

 

 

II.4. DIAGNÓSTICO DE LAS MICOBACTERIAS. 

 

Uno de las principales dificultades que existen en el diagnóstico de las 

enfermedades causadas por micobacterias se debe a la falta de técnicas con una 

especificidad y sensibilidad del 100%, siendo especialmente complicada la detección de 

animales con infección subclínica o portadores latentes, con el posible riesgo de obtener 

resultados falsos-positivos o falsos-negativos [Kregger, 1991; Withlock, 1998; Kalis et al., 

1999; Garrido et al., 2000; Olsen et al., 2002; Soto et al., 2002; Collins, 2004].  
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Un método diagnóstico “ideal” tendría que ser: rápido, barato y la sensibilidad y 

especificidad suficiente para distinguir a los animales que están excretando micobacterias, 

para evitar focos de infección para el resto de los animales [Merkal, 1984; Olsen et al., 

2002; Arcelles et al., 2005]. En la actualidad todos los métodos existentes para el 

diagnóstico de la enfermedad por micobacterias, tanto en animales vivos como en 

cadáveres se clasifican en cuatro grupos: los basados en aspectos clínicos y 

epidemiológicos, los que reconocen de manifestaciones lesionales, los que detectan al 

agente etiológico y los basados en la respuesta inmune que desarrollan los animales 

infectados [Garrido et al., 2000; Ábalos y Retamal, 2004]. 

 

4.1. Diagnóstico clínico y epidemiológico. 

   

 La presencia de paratuberculosis y tuberculosis en una explotación se puede 

sospechar normalmente cuando aparecen signos clínicos [García Marín et al., 1994; Hansen 

y Rossitier, 1999; Pávlik et al., 1999; Pérez et al., 2000; González, 2003]. A lo largo de 

todo el año, pero más frecuentemente cuando los animales están sometidos a condiciones 

climatológicas más adversas (invierno), situaciones de estrés (parto), se observa entre un 1-

10% de bajas por goteo de animales con signos clínicos [García Marín et al., 1994; Pávlik 

et al., 1999; Singh y Singh, 2000]. 

 

 El diagnóstico de la enfermedad subclínica es más complicado; puede observarse 

una caída en la producción láctea, problemas reproductivos como infertilidad y mastitis 

[Merkal, et al., 1975; Chiodini, et al., 1984; Goodger et al., 1996; Nordlund et al., 1996; 

Corpa et al., 1998a; Valentin-Weigand y Goethe, 1999; Pérez et al., 2000; Losinger, 2005; 

Raizman et al., 2009]. Hay autores que señalan que la enfermedad puede detectarse por la 

disminución de tamaño de las masas musculares glúteas y femorales, y por la presencia de 

un edema intermitente en la mandíbula meses antes de la aparición de cualquier otro signo 

clínico [Hutchinson, 1996]. Se ha sugerido que un análisis de las proteínas y de los 

minerales séricos puede resultar muy útil en el diagnóstico de la paratuberculosis en 

animales caquécticos [Scott et al., 1995; Jones y Kay, 1996] Debido al carácter inespecífico 

de los síntomas el diagnóstico debe confirmarse mediante otras técnicas [Dunkin, 1934; 

Smyth y Chiristie, 1950; Merkal, 1973; Sherman, 1985; Juste y Adúriz, 1990b; Pérez et al., 

2000; Cicuta et al., 2003]. 

 

Sin embargo, en el diagnóstico clínico debe diferenciarse de otros procesos crónicos 

caquectizantes o debilitantes como son, la malnutrición, deficiencias de minerales u 

oligoelementos, problemas parasitarios, abscesos internos y enfermedades hepáticas o 

renales o bien de otros procesos que cursan con diarrea en animales adultos como son 

salmonelosis, desplazamiento recurrente de cuajar, coccidiosis o parasitosis y, BVD  entre 

otros [Stamp y Watt, 1954; Seaman et al., 1981; Sherman, 1985; Kimberling, 1988;  Blood 
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et al., 1989; Green et al., 1989; Carrigan y Seaman, 1990; Ott et al., 1999; Garrido et al., 

2000]. 

 

La sintomatología clínica de la tuberculosis varía con la distribución de las lesiones 

en el organismo, suele presentar una evolución dilatada en el tiempo y los síntomas pueden 

tardar meses o años en aparecer. Los signos clínicos varían en función de la localización de 

las lesiones. En el caso de hallarse en el pulmón se manifiesta con tos seca intermitente que 

podría estar inducida por cambios de temperatura o la presión en la tráquea, así como 

neumonía. En estados avanzados de la enfermedad existe engrosamiento de los ganglios 

linfáticos que podrían obstruir el paso del aire, el tracto alimentario u oprimir los vasos 

sanguíneos. Otros síntomas habituales son la debilidad, pérdida de apetito y de peso, fiebre 

fluctuante, tos seca intermitente, diarrea y ganglios linfáticos grandes y prominentes. 

[Vestal, 1975; Cuezva-Samaniego, 1966]. 

  

4.2. Diagnóstico anatomopatológico. 

 

El estudio macroscópico de tejidos procedentes de animales afectados clínicamente 

por tuberculosis i paratuberculosis muestra una elevada fiabilidad y especificidad  alta en el 

diagnóstico de la enfermedad, aunque debe tenerse en cuenta que las lesiones no siempre 

son evidentes, principalmente cuando se trata de formas subclínicas e incluso algunas 

clínicas [Buergelt et al., 1978; Clarke y Little, 1996; Pérez et al., 1996; Clarke, 1997; 

Corpa, 1999; Brady et al., 2008]. Este diagnóstico presenta una desventaja importante y es 

el hecho de que debe llevarse a cabo principalmente en animales muertos, no obstante, tiene 

un gran valor en la inspección post-mortem [Garrido et al., 2000; Escobar et al., 2003; 

González, 2003]. 

 

4.2.1. Técnicas histopatológicas. 

 

Las técnicas histopatológicas, basadas en la identificación de las lesiones 

microscópicas inducidas por la infección en tejidos incluidos en parafina y teñidos 

mediante la técnica de hematoxilina-eosina, son reconocidas por su buena sensibilidad y 

especificidad [García Marín et al., 1992c; Barker et al., 1993; Pérez et al., 1996; Withlock, 

1999; Gwozdz et al., 2000b; Huda y Jensen, 2003; Kheirandish et al., 2008]. Además, una 

de sus ventajas es la capacidad de identificar no solo animales con lesiones graves que 

presenten la enfermedad clínica sino también a animales con lesiones más restringidas 

asociadas a la enfermedad subclínica [Corpa et al.,  2000; González, 2003; González et al., 

2005]. 

 

Un factor importante a tener en cuenta al llevar a cabo este tipo de estudios es la 

correcta elección de las muestras a estudiar, ya que siempre deben incluirse aquellas 

localizaciones que aseguren la presencia de tanto de lesiones iniciales o latentes, como 
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graves; en el caso de la tuberculosis incluirían los nódulos linfáticos respiratorios, y en la 

paratuberculosis la válvula ileocecal, tejido linfoide yeyunal y nódulos linfáticos 

mesentéricos [García Marín et al., 1992b, 1992c; Condron et al., 1994; Pérez et al., 1996; 

Garrido et al., 2000; Valheim et al., 2002; González, 2003]. 

 

La identificación de lesiones con la identificación de bacilos ácido-alcohol 

resistentes en los propios tejidos mediante la técnica de Ziehl-Neelsen. Mediante esta 

técnica no se puede distinguir entre las distintas especies de micobacterias; además presenta 

una baja sensibilidad puesto que en la mayor parte de las lesiones focales o incluso algunas 

graves, no presentan bacilos y éstos, para ser teñidos correctamente, necesitan tener la 

pared celular intacta [Jubb et al., 1985; Barker et al., 1993; Condron et al., 1994; 

Thorensen et al., 1994; Coetsier et al., 1998; Brees et al., 2000; Prieto et al., 2004; Sevilla, 

2007].  

 

4.2.2. Técnicas inmunohistoquímicas. 

 

La técnicas histopatológicas pueden complementarse con métodos 

inmunohistoquímicos, que se desarrollan sobre los mismos tejidos fijados en formol e 

incluidos en parafina que en los métodos convencionales, y se basan en el empleo de 

anticuerpos monoclonales o policlonales específicos frente a la micobacteria que permiten 

poner de manifiesto la presencia de antígenos del microorganismo en dichos tejidos. 

[Haines et al., 1987; García Marín et al., 1992b; Gutiérrez Cancela y García Marín, 1993]. 

 

 Esta técnica en comparación con otras, muestra una mayor capacidad para detectar 

micobacterias [Pérez et al., 1990; Haines y Clark, 1991; Haines y Chelack, 1991; García 

Marín et al., 1992a; Gutiérrez Cancela y García Marín, 1993; Menchén Ozaita, 1995; 

Coetsier et al., 1998; Olsen et al., 2002], poniendo en evidencia una menor cantidad de 

bacilos de forma más específica, sobre todo en lesiones focales y difusas linfocíticas, 

independientemente de la integridad de su pared, pudiendo marcar microorganismos 

carentes de la misma o alterados [Pérez et al., 1990; García Marín et al., 1992a; Coetsier et 

al., 1998; Brees et al., 2000; Balseiro et al., 2003; Delgado et al., 2009]. Se trata de una 

técnica más específica que la tinción ZN [Brees et al., 2000], sin embargo, el coste 

económico y el tiempo de realización algunas de sus mayores desventajas. 

 

Uno de los mayores problemas que presenta esta técnica es la heterogeneidad de los 

anticuerpos primarios empleados, muchos de los cuales no están disponibles 

comercialmente. Además existe el riego de resultados falsos positivos, ya que se podrían 

producir reacciones cruzadas con otras micobacterias, por lo que, este método no es 

considerado completamente especifico [Gutiérrez Cancela y García Marín, 1993; Thoresen 

et al., 1994; Menchén Ozaita, 1995; Stabel, 1996; Coetsier et al., 1998; Brees et al., 2000]. 
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4.3. Diagnóstico. 

 

4.3.1. Aislamiento e identificación en cultivo bacteriológico. 

 

El cultivo es el método más utilizado para el diagnóstico de las micobacteriosis, 

principalmente en bovinos y es, considerado como la prueba de referencia (“gold 

standard”) ya que muestra una especificidad de hasta un 100%, y proporciona un 

diagnóstico definitivo de la enfermedad [Kalis et al., 2001; Huda y Jensen, 2003; Muskens 

et al., 2003; Collins, 2004; Brown et al., 2007; Pradenas et al., 2008]. 

 

Una de las ventajas principales de este método es que puede llevarse a cabo en 

animales vivos a partir de heces, secreción respiratoria o raspado de la mucosa. También 

existe la posibilidad de obtener la muestra a partir de una biopsia, aunque esta alternativa 

únicamente se vería justificada económicamente en animales de especial valor. En el caso 

del cultivo fecal en paratuberculosis, esta técnica mostraría una sensibilidad del 100%, pero 

en la fase subclínica esta puede descender hasta un 87,7%, debido principalmente a que los 

animales en estadios iniciales no eliminan micobacterias en heces o bien estás son muy 

escasas. Además esta técnica es incapaz de detectar formas de pared defectiva en animales 

con lesiones focales [Condron et al., 1994; Iob et al., 1996; Zimmer et al., 1999; Garrido et 

al., 2000; Withlock et al., 2000; Whittington et al., 2000]. 

 

Una desventaja muy importante del cultivo de Map es el elevado tiempo de 

realización, ya que el crecimiento de esta micobacteria es muy lento, requiriendo para ello, 

de 3 a 6 semanas para la aparición de las típicas colonias  pequeñas, blancas y convexas y 

de 3 a 4 meses para un primer aislamiento [Sweeney et al., 1995; Collins, 1996; Kalis et 

al., 1999, 2002; Soto et al., 2000]. Además tiene un elevado coste, por ello no siempre 

permite el uso masivo como herramienta diagnóstica [Collins et al., 1990; Kalis et al., 

2002; Wells et al., 2002; Pradenas et al., 2008]. 

 

Las micobacterias poseen características biológicas especiales por lo que es 

necesario utilizar técnicas de laboratorio especiales para su aislamiento. En primer lugar y 

debido a que las muestras obtenidas de animales infectados, especialmente las heces, son 

un material altamente contaminado, deben someterse a una descontaminación con el fin de 

destruir los microorganismos contaminantes o bien, otras bacterias competidoras por los 

nutrientes [de Lisle et al., 1984; Ridge, 1993; Garrido et al., 2000; Olsen et al., 2002; 

Reddacliff et al., 2003].  

 

Para ello se emplean diferentes agentes bactericidas como él verde malaquita, el 

hidróxido de sodio, la neomicina, la anfotericina B y el ácido oxálico, si bien varios autores 

consideran que algunos de estos compuestos reducen sensiblemente la viabilidad de las 

micobacterias. Otros agentes más eficaces son el cloruro de benzalconio y especialmente el 
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cloruro de hexadecilpiridinio que ofrecen mejores resultados en cuanto a la viabilidad de 

las micobacterias y es el más empleado actualmente para el aislamiento de Map [Lagadic et 

al., 1983; Juste et al., 1991; Sotohy y Awad-Maselmeh, 1999].  

 

Después de la descontaminación, se realiza una concentración de los 

microorganismos por gravedad o por centrifugación, la cual parece favorecer la velocidad 

de crecimiento y triplica la sensibilidad del cultivo, aunque hay que tener en cuenta que  

incrementa el número de contaminaciones [Eamens et al., 2000; Reddacliff et al., 2003]. 

 

Para el aislamiento primario de Map es recomendable el uso de medios de cultivo 

sólido, habitualmente son usados aquellos a base de huevo como el de Herrold, y el de 

Lowenstein-Jensen (L-J) [Marco y Adúriz, 1990; Corner, 1994; Withlock, 1998; Pávlik et 

al., 1999; Whittington et al., 2000], a los cuales es necesario añadir micobactina, que es un 

agente quelante del hierro [Wayne y Kubica, 1986; Adúriz et al., 1995] necesario para el 

crecimiento de esta micobacteria. Nielsen et al. (2004), consideran que el medio Herrold 

ofrece un mejor crecimiento y es más rápido que el medio de LJ, mostrando así una mayor 

eficacia en muestras de ganado bovino, mientras que en pequeños rumiantes sería el LJ el 

de elección [Juste et al., 1991]. 

 

Una alternativa diagnóstica de menor costo para detectar el agente en las heces es el 

cultivo de una mezcla de deposiciones de varios animales (pool fecal), que ofrece una 

buena sensibilidad y especificidad [Sweeney et al., 1995; Collins, 1996; Kalis et al., 2000; 

Whittington et al., 2000; Wells et al., 2002, 2003; Van Schaik et al., 2003].  

 

El cultivo de pool fecales permite examinar un gran número de animales en una 

explotación a un menor costo, ya que solo los pools positivos necesitan ser re-examinados 

individualmente para identificar los animales infectados [Pradenas et al., 2008]. 

 

Asimismo, la adición de piruvato sódico como estimulante del crecimiento de M. 

bovis fue introducida por Stonebrink. Uno de los medios más utilizados en las últimas 

décadas ha sido el de Löwestein-Jensen, que resume el medio creado por el primero y la 

idea del segundo de que el medio tuviese baja proporción de glicerina para que fuese válido 

para todo tipo de micobacterias [Jensen, 1953], por ello, este medio también se utiliza en el 

aislamiento de otras bacterias como Map. [Ilukevich Anerik, 1974; Juste et al., 1991]. 

 

4.3.2. Detección del genoma micobacteriano (PCR).   

La genotipificación de aislamientos de las micobacterias ha sido ampliamente 

utilizada en investigaciones ante brotes epidémicos, como herramienta en estudios de 

transmisión dinámica y otros aspectos de la epidemiología de la tuberculosis y 

paratuberculosis. [Cataldi et al., 2002]. El diagnóstico de las enfermedades micobacterianas 
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se ha visto favorecido en los últimos años por el desarrollo de técnicas de biología 

molecular que permiten la detección de las secuencias de inserción específicas para cada 

micobacteria, que en concreto son: IS6110 específica de M. tuberculosis, IS1081 específica 

de M. bovis, IS900 específica de Map y IS901 específica de Maa. [Green et al., 1989; 

Collins et al., 1993a; Morales et al., 2005; Acosta-Salinas et al., 2009; Solmaz et al., 2009]. 

 

Entre los principales métodos genéticos utilizados se encuentra la reacción en 

cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase chain reaction) [Bull et al., 2000; Coetsier et 

al., 2001; Englund, 2003]. Este método permite la identificación del agente etiológico, de 

una manera rápida y específica, tanto en muestras procedentes de heces [Scott et al., 2007], 

leche [Buergelt y Williams, 2004; Acosta- Salinas et al., 2009; Kaur et al., 2010], sangre o 

tejidos [Juste et al., 2005; Singh et al., 2010]. Además, permite amplificar de manera 

selectiva fragmentos de ADN específicos a partir de cantidades mínimas de ADN diana, 

incluso en presencia de ADN inespecífico [Hughes et al., 1993; Vaneechoutte et al., 1993; 

Pérez et al., 1994a; Plante et al., 1996; Garrido et al., 1998; Coetsier et al., 2000]. 

 

La reacción PCR es un proceso que consta de tres periodos en los que varía la 

temperatura. Se inicia con la desnaturalización de la muestra de ADN, que se consigue 

mediante la elevación de la temperatura a más de 90°C durante un minuto, resultando una 

separación de las hebras de ADN. A continuación, comienza la fase de hibridación, donde 

los cebadores o iniciadores (oligonucleótidos sintetizados a partir de una secuencia 

conocida) se unen de una manera específica a su secuencia de ADN complementaria, 

durante 1 ó 2 minutos a temperatura de 55- 65°C, variando la temperatura final en función 

del contenido de G+C de los cebadores. En la fase de elongación, aumenta la temperatura 

generalmente a 72°C durante 2 ó 3 minutos, favoreciendo que la ADN polimerasa forme la 

nueva hebra de ADN  a partir de los cebadores. Todo este proceso se repite un número de 

ciclos de entre 25 y 40, de forma que sea obtenida la cantidad obtenida de ADN sea 

suficiente para su visualización. Para ello, existen diferentes técnicas, aunque la más común 

es la que emplea luz ultravioleta tras el corrido electroforético en gel de agarosa teñido con 

azul de bromofenol [Persing, 1993; Morán et al., 2000].  

 

La principal ventaja de esta técnica es su rapidez (24- 48 horas) en la obtención de 

resultados [Coetsier et al., 2000; Garrido et al., 2000; Collins et al., 2002; Estrada-Chávez 

et al., 2004; Retamal y Ábalos, 2004]. Sin embargo, las características de las micobacterias 

hacen que la extracción de ADN a partir de las muestras analizar sea un factor importante 

para asegurar la sensibilidad de la técnica, por lo que se han propuesto diferentes métodos 

de extracción y purificación, como son la centrifugación y el tratamiento con calor [Vary et 

al., 1990; Ozbek et al., 2003; Garbaccio, 2006; Ramírez et al., 2006], la extracción 

mediante xilol, el machacado de las muestras con perlas de zirconio [Challans et al., 1994] 

la utilización de hidróxido de sodio o la separación inmunogenética [Djonne et al., 2003; 

Khare et al., 2004].  
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En un estudio realizado por Garrido et al. (1998) se compararon diferentes métodos 

de extracción de Map y su ADN encontrando que compuestos como el SDS y el HPC son 

más eficaces que el xilol, y que la ruptura de la micobacteria mediante congelación y calor 

seco alternativamente, y la utilización de Tris-TE tritón X100 consigue un mayor número 

de resultados positivos. 

 

En el caso de la paratuberculosis, su especificidad y sensibilidad se considera mayor 

que la del cultivo tanto en animales con lesiones difusas multibacilares y en casos 

avanzados de la enfermedad [Mason et al., 2001; Estrada-Chávez et al., 2004] como, en 

animales que eliminan pocas cantidades de micobacterias o que se encuentran en la fase 

subclínica de la enfermedad [Garrido et al.,  2000]. Sin embargo, para otros autores su 

sensibilidad sería en general inferior a las del cultivo [Pérez et al., 1994a;  Withlock, 1999; 

Mason et al., 2001].  

 

La PCR presenta otra variante de gran valor diagnóstico, que se realiza a partir de 

muestras de tejido fijadas en formol e incluidas en parafina. Se trata de un método rápido, 

útil y que presenta una sensibilidad del 71% en relación al cultivo, del 88% con la tinción 

de Ziehl-Neelsen y del 90% en relación a la inmunohistoquímica [Plante et al., 1996; Miller 

et al., 1999; Whittington et al., 1999b; Morales et al., 2005], con una especificidad del 

100%. Sin embargo, como el formol fragmenta las cadenas de ADN micobacteriano en 

exposiciones prolongadas (más de una semana), con la consiguiente disminución de la 

sensibilidad hasta un 70%, precisa una fijación máxima de 24 horas en este tipo de 

muestras [Miller et al., 1999]. Teniendo en cuenta lo señalado la especificidad de la PCR en 

muestras incluidas en parafina es extremadamente alta, sin falsos negativos y permite 

diferenciar entre especies y subespecies de micobacterias [Coetsier et al., 2000; Sanna et 

al., 2000]. 

 

4.4. Métodos diagnósticos basados en la respuesta inmune del animal. 

 

Las infecciones por micobacterias inducen una respuesta inmune de tipo adaptativo 

(celular y humoral) en los animales, que puede detectarse mediante, diferentes técnicas 

diagnósticas. Además, se ha encontrado una relación entre el tipo de lesión que muestra el 

animal y la respuesta inmune periférica, de forma que los animales con lesiones iniciales o 

latentes subclínicas presentan una respuesta inmune de tipo celular elevada, pero al 

progresar la infección hacia fases más avanzadas y graves, predomina la respuesta de tipo 

humoral [Gwozdz et al., 2000a; García-Marín et al., 2000; Stabel, 2006].  

 

Por ello, para detectar la cantidad mayor de animales infectados que se encuentran 

en las distintas fases de la infección, se recomienda emplear simultáneamente distintas 

técnicas de diagnóstico inmunológico [Pérez et al., 1994b, 1997; Corpa, 1999; García 

Marín et al., 1999; Stabel y Withlock, 2001; Chávez et al., 2004]. Es importante tener en 
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cuenta que en las fases finales de la enfermedad, se pueden observar estados de anergia y 

estos animales no pueden ser detectados por ninguna prueba inmunológica [Garrido et al., 

2000]. Asimismo, la vacunación puede interferir en el diagnóstico mediante este tipo de 

pruebas [Gwozdz et al., 2000a; Kohler et al., 2001]. 

 

4.4.1. Métodos diagnósticos basados en la respuesta inmune celular. 

 

Los animales infectados en fases iniciales o con formas latentes de tuberculosis o 

paratuberculosis, desarrollan una respuesta inmune de tipo celular que, es detectable 

mediantes diferentes pruebas diagnósticas que se dividen en dos grandes grupos: las 

pruebas “in vivo” como la intradermorreacción o la prueba de la tuberculina [Monaghan et 

al., 1994; García Marín  et al., 1999; Pérez et al., 1999; Kalis et al., 2003] y las pruebas “in 

vitro” o laboratoriales, donde destaca la más empleada, la prueba de liberación del 

Interferón-gamma (IFN-γ), aunque existen otras como la detección del receptor de 

interleuquina 2 (IL-2R), la inhibición de la migración linfocitaria y la transformación 

linfocitaria [Outteridge y Lepper, 1973; Wood et al., 1990; García Marín  et al., 1999; 

Whist et al., 2000; Kalis et al., 2003].    

 

4.4.1.1. Prueba de la tuberculina. 

 

El término tuberculina se aplica a un extracto obtenido de filtrados de cultivos 

micobacterianos, previamente esterilizados. Las micobacterias son cultivadas en medio 

líquido, muertas por calor y separadas por filtración. El líquido filtrado se concentra por 

calor hasta un décimo de su volumen original. En los primeros tiempos se empleaba como 

medio de cultivo el caldo de carne glicerinado, que posteriormente fue reemplazado por 

medio sintético (HCSM). Con ello se evitaba agregar al producto final proteínas 

heterólogas provenientes del medio de cultivo [Mederos et al., 1997]. La preparación de 

derivados proteicos purificados (PPD) es similar a la de la tuberculina, si bien en vez de 

concentrar las proteínas por acción del calor, se les separa por precipitación con agentes 

químicos, tales como: el sulfato de amonio o el ácido tricloroacético [Mederos et al., 1997].  

De esta manera, se logra elaborar un producto estandarizado y conservar mejor la estructura 

proteica original [Burrells et al., 1995; Shirakawa et al., 1997].  

 

En el diagnóstico de la paratuberculosis, los antígenos más utilizados son los 

derivados proteicos purificados, obtenidos a partir de Map, denominados PPD johnina o 

paratuberculina, o bien a partir de Maa (PPD aviar). Esta última, disponible 

comercialmente, es la más utilizada ya que posee una elevada similitud antigénica con la 

PPD johnina, con sensibilidades y especificidades muy parecidas [Pávlik et al., 1999; 

Garrido et al., 2000; Stabel y Withlock, 2001].  
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La prueba de la tuberculina, descubierta en 1890 por Robert Koch, se utiliza en el 

diagnóstico de la tuberculosis en el ganado bovino [Buddle et al., 1995; Rivera et al., 

2009]. Se basa en la inoculación de las proteínas de origen bacilar en el animal y en la 

posterior detección de la hipersensibilidad de tipo retardado que ha causado la infección 

micobacteriana. [Feldman y Fitch, 1936]. En un principio se aplicó de forma subcutánea, 

pero era costosa en tiempo y esfuerzo, ya que requería tomar al menos 5 veces la 

temperatura, por lo que fue sustituida por la vía intradérmica de tuberculinización descrita 

por Moussu y Mantoux en 1908 en la especie humana [Monaghan et al., 1994]. ). En 

España y en la mayoría de los países esta prueba se lleva a cabo en la piel de la espalda del 

animal [Cuezva Samaniego, 1966; O´Reilly, 1993b] aunque en EEUU, Australia y Nueva 

Zelanda se tuberculiniza en el pliegue de la cola, si bien se ha encontrado que la aplicación 

de la tuberculina en las tablas del cuello ofrece mayor sensibilidad, mientras que en el 

pliegue caudal se obtiene una mayor especificidad [Larsen et al., 1957; Kantor et al., 1984; 

Guanziroli et al., 2005].  

  

La prueba de la tuberculina se ha utilizado desde hace más de 100 años como 

método de diagnóstico en las campañas de control y erradicación de la tuberculosis, siendo 

estandarizada por la OMS en 1951. Esta técnica, de bajo coste, constituye una herramienta 

básica para detectar la presencia de la infección tuberculosa ya que ha permitido reducir 

marcadamente su  prevalencia en los países donde se ha aplicado [O´Reilly, 1969; 1993b; 

Kantor, 1984; Arcelles et al., 2005; Underwood y Carfagnini, 2005; Marco et al., 2011]. El 

test intradérmico simple cervical en bovinos se declaró oficial en Finlandia en 1910, 

extendiéndose en otros países.  

 

El procedimiento de realización de la intradermorreacción o prueba de la 

tuberculina consiste en la inyección intradérmica en la piel del cuello de 0,1 ml a una dosis 

igual o superior de 2.000 UI de tuberculina bovina o PPD (obtenida a partir de M. bovis) 

para el diagnóstico de los animales sensibilizados frente a tuberculosis [Feldman y Fitch, 

1936; Cuezva Samaniego, 1966] y 0,1 a 0,2 ml de johnina (a partir de Map) o PPD aviar (a 

partir de Maa) frente a paratuberculosis [Gilmour y Brotherson, 1966; Chiodinni et al., 

1984]. La hipersensibilidad se manifiesta por una inflamación en el sitio de la inyección, 

que se traduce en un endurecimiento al tacto de volumen de la piel. Esta reacción se valora 

midiendo el pliegue dérmico en el momento de la inoculación y a las 72 horas de haber 

efectuado la misma [Huchzermeyer et al., 1994; Whipple et al., 1995; García Marín, 1996; 

Withlock et al., 1999; Contreras, 2000].  

 

A las 72 horas de la tuberculinización, los individuos sensibilizados a tuberculosis o 

paratuberculosis, muestran un engrosamiento de la piel, debido al reconocimiento local por 

parte de los linfocitos T de proteínas del bacilo tuberculoso por un mecanismo de 

hipersensibilidad celular de tipo retardado [Feldman y Fitch, 1936; Kubabara, 1975 a; b]. 
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La interpretación de la prueba se realiza de acuerdo a lo establecido por la 

Organización Mundial de la Salud. En el test simple (diagnóstico de tuberculosis bovina) se 

considera no reaccionante, aquel bovino con engrosamiento del pliegue de piel inferior a 2 

mm y sin ningún tipo de signo clínico; dudoso, con un engrosamiento entre 2 y 4 mm sin 

presentar signos clínicos; positivo, con un engrosamiento superior a 4 mm con o sin signos 

clínicos o superior a 2 mm y con signos clínicos [NOM-031-ZOO, 1995; Morales et al., 

2008]. 

 

En el test comparado (diagnóstico de tuberculosis y paratuberculosis) se considera 

positivo, aquel bovino que presenta un incremento del grosor de la piel superior a 4mm a la 

reacción de la tuberculina bovina en comparación a la reacción de la tuberculina aviar, o 

bien, que presente signos clínicos asociados al lugar de inoculación de la tuberculina 

bovina; dudoso, cuando el grosor de la piel en el lugar de tuberculina bovina es entre 1 y 4 

mm superior al del lugar de la tuberculina aviar y no presenta signos asociados, y negativo; 

cuando la reacción a la tuberculina bovina es menor o igual grosor que la reacción aviar y 

sin signos clínicos [Monaghan et al., 1994].  

 

El principal inconveniente para la estimación de la sensibilidad y de la especificidad 

de esta prueba, es la dificultad de la lectura del test por parte del técnico, ya que la 

asignación de positividad o negatividad en un animal puede haber sido no realizada de la 

manera adecuada. A esto se suma el no sacrificio de los animales negativos a la prueba para 

determinar su verdadero estado de infección, siendo imposible calcular los “falsos 

negativos”. Los valores de sensibilidad en el diagnóstico de tuberculosis bovina se han 

estimado entre un 77 y 95% [Monaghan et al., 1994] y entre un 90 y 95% [Morrison et al., 

2000; Escobar et al., 2004]. Para la prueba simple caudal con PPD bovina, se ha observado 

una sensibilidad del 81,9% y una especificidad del 96,3% [Rivera et al., 2009] y para la 

prueba comparada con PPD-bovino  y aviar la sensibilidad varía del 72 al 78% y la 

especificidad del 92 al 99% [Cicuta et al.,  2003]. 

 

4.4.2. Métodos diagnósticos basados en la respuesta inmune humoral. 

 

Estas pruebas se basan principalmente en la detección de anticuerpos específicos 

frente a diferentes tipos de micobacterias. Se trata de técnicas rápidas, que permiten 

analizar un elevado número de muestras simultáneamente. Una vez que se dispone de los 

antígenos adecuados, la obtención de las muestras es sencilla y su procesado barato, pues 

no requiere equipos complejos de laboratorio [Ridge et al., 1991; Kalis et al., 2002]. En la 

paratuberculosis, estas pruebas presentan una sensibilidad baja ya que sólo detectan 

animales infectados en los que la respuesta humoral se hace evidente [Juste y Adúriz, 

1990a; Pérez et al., 1997; Kalis et al., 2002], por lo que serían útiles para confirmar el 

diagnóstico clínico de la enfermedad o identificar animales excretores de gran cantidad de 

micobacterias. Sin embargo, presentan una gran desventaja, ya que no son capaces de 
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identificar animales en fases subclínicas [López et al., 1997]. Por ello, si se pretende 

detectar un mayor número de animales infectados en una explotación, estas pruebas 

deberían complementarse con las que valoran la respuesta inmune celular [Pérez et al., 

1994b, 1997, 1999; García Marín et al., 1999; Stabel y Whitlock, 2001]. 

 

Actualmente, la prueba de inmunidad humoral más empleada es el ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), si bien también se utilizaron el y el test de 

fijación del complemento (FC), la prueba de inmunodifusión en gel de Agar (IDGA) y la 

prueba del gamma interferón (γ IFN). 

 

4.4.2.1. Prueba de inmunodifusión en gel de agar (IDGA). 

  

Esta prueba consiste en la apreciación a simple vista de la precipitación del 

complejo antígeno-anticuerpo cuando existen anticuerpos suficientes a través de una placa 

de gel de agar, enfrentando un antígeno específico con un suero problema, ambos situados 

en pocillos contiguos [Juste y Adúriz, 1990b; Pérez et al,, 1997; Sevilla, 2007]. Se ha 

empleado en el diagnóstico de la paratuberculosis, demostrando ser un método diagnóstico 

barato, rápido y fácil de realizar aunque de baja sensibilidad, que varían del 18,9 al 57% en 

el ganado bovino [Sherman et al., 1984; Ferreira et al., 2002]. Su eficacia depende de la 

fase de infección en la que se encuentre el animal [Pérez et al., 1997; Sergeant et al., 2003]. 

En bovinos con síntomas clínicos, confirmados mediante el estudio anatomopatológico y 

bacteriológico se han comunicado sensibilidades del 96,9% [Sherman et al., 1984] y del 

54,5% [Colgrove et al., 1989]. Sockett et al. (1992) detectaron un 40,5% de animales 

excretores, tanto en la fase clínica como subclínica. En animales con infección subclínica 

los valores de sensibilidad apenas alcanzaron el 18,9% [Sherman et al., 1990].  

 

En cuanto a la relación entre las lesiones y los resultados a esta prueba diagnóstica, 

la positividad se encuentra estrechamente relacionada a los últimos estadios de la infección 

y, a la presencia de lesiones severas difusas multibacilares, pudiendo alcanzar una 

sensibilidad de entre el 94 y 100% en animales con lesiones de ese tipo en casos naturales 

de la enfermedad [Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997; García Marín et al., 1992c, 1994, 

1999]. Sin embargo, en animales con lesiones difusas paucibacilares sólo detecta entre el 

20 y 30% [Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997] y el 5,5% de animales con lesiones leves 

o focales [García Marín et al., 1992c; Pérez et al., 1997; González, 2003]. 

 

La especificidad de esta técnica puede considerarse como elevada,  con resultados 

de hasta el 100% en casos naturales de la infección por paratuberculosis [García Marín et 

al., 1992c;  Pérez et al., 1997; Ferreira et al., 2002; González, 2003; Sergeant et al., 2003]. 

 

 

 



Revisión Bibliográfica 
 

52 
 

4.4.2.2. Ensayo inmunoenzimático (ELISA). 

 

El ensayo inmunoenzimático (ELISA) es una técnica ampliamente utilizada en el 

diagnóstico de paratuberculosis desde su empleo por primera vez por Jorgensen y Jensen en 

1978 en la especie bovina. Igualmente, y Thoen et al. (1983) describen un procedimiento 

para el diagnóstico de la tuberculosis bovina. Su éxito se debe a que es una técnica 

económica, rápida y fácil de realizar. Además permite procesar una gran cantidad de 

muestras. El test ELISA consiste en hacer reaccionar los anticuerpos presentes en el suero 

de los animales infectados con un antígeno fijado a las paredes de un pocillo de plástico. 

Después del lavado de todos los anticuerpos que no se fijaron al antígeno, se revela la 

presencia de los complejos específicos mediante un reactivo (anticuerpo con afinidad 

específica por las inmunoglobulinas) que lleva incorporada una enzima (conjugado). Tras 

lavados para eliminar el exceso de conjugado, se añade el sustrato de enzima. Si la reacción 

es positiva se podrá detectar una reacción colorimétrica que será proporcional a la cantidad 

de anticuerpos específicos presentes en la muestra [Collins et al., 1993a; Díaz et al., 1999; 

Garrido et al., 2000]. 

 

Son muchos los antígenos que se emplean por los diferentes laboratorios para la 

realización de la técnica, aunque los más utilizados en paratuberculosis son el antígeno 

protoplasmático purificado crudo o PPA-3 [Lyle y Merkal, 1983; Yokomiso et al., 1983; 

Richards, 1990; Hardin y Thorne, 1996; Pérez et al., 1997; Garrido, 2001; González, 2003; 

Balseiro, 2004]. También se emplean otros como el LAM [Sugden et al., 1989; Dolz et al., 

1999; Reichel et al., 1999], los antígenos A y D [Sugden et al., 1989], el polipéptido 

recombinante a362 [Vannuffel et al., 1994], entre otros. En el caso de la tuberculosis, los 

antígenos más ampliamente utilizados han sido el PPD bovina [Thoen et al., 1983; Hanna 

et al., 1989], la proteína de secreción MPB70, la cual se ha mostrado como altamente 

específica [Fifis et al., 1992; Acosta et al., 2000]. Últimamente, se emplean antígenos 

recombinantes, que están siendo más específicos que los tradicionales [Lyashchenko et al., 

1998; Amadori et al., 2002]. 

 

En el caso de la paratuberculosis, esta prueba diagnóstica puede dar como resultado 

falsos positivos, ya que  las enfermedades por micobacterias presentan numerosas 

similitudes antigénicas con otras micobacterias ambientales. Una alternativa para reducir 

este riesgo consistió en la introducción de una fase previa de preabsorción del suero 

problema con Mycobacterium phlei, lo que permite la eliminación de gran parte de las 

reacciones cruzadas con otras micobacterias o microorganismos, incrementando la 

especificidad del ELISA [Yokomiso et al., 1983, 1991; Bech-Nielsen et al., 1992, 1993]. 

 

El diagnóstico positivo mediante ELISA indirecto de las infecciones producidas por 

micobacterias, está estrechamente vinculado a la fase en la que se encuentra el animal. En 

el caso de la paratuberculosis, presenta una baja sensibilidad en la detección de los 
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animales en la etapa inicial de la infección que eliminan pequeñas cantidades de 

micobacterias ya que carecen de anticuerpos o bien estos se encuentran en una cantidad 

muy baja, insuficiente para desencadenar una reacción positiva a la prueba de ELISA 

[Garrido, 2001; Soto et al., 2002; Pak et al., 2003].  

 

En este sentido, Sweeney et al. (1995) y Withlock et al. (2000) coinciden en 

afirmar, que los animales en etapas iniciales de la enfermedad, aun excretando bacterias en 

heces, no pueden ser detectados por el test ELISA. En estos casos deberían de transcurrir, 

varios meses o años para que los niveles de anticuerpos circulantes fueran suficientes para 

desencadenar una reacción positiva.   

 

La sensibilidad de la prueba de ELISA se ha cifrado en un 45% de promedio, con 

valores extremos de un 15% y 87% en animales en fase subclínica y clínica 

respectivamente, con una especificidad entre el 84,7% y 100% [Sweeney et al., 1995; Pérez 

et al., 1997; Stabel, 1998; Gasteiner et al., 2000; Garrido, 2001; Olsen et al., 2001; Soto et 

al., 2002]. 

 

Los valores de sensibilidad y especificidad de esta prueba se encuentran 

estrechamente relacionados con los diferentes tipos lesionales, siendo detectados entre un 

86,4% y el 100% de con lesiones de tipo difuso multibacilar o de un 10-50% en aquellos 

con formas difusas de tipo paubacilar. Como se ha señalado, esta técnica es limitado para la 

detección de animales en la fase subclínica, alcanzando una sensibilidad del 15,8% en el 

caso de lesiones focales y del 14,3% en lesiones multifocales, en el ganado bovino 

[González, 2003]. 

 

4.4.2.3. La prueba de gamma interferón. 

  

 Esta técnica de diagnóstico laboratorial está basada en la liberación de la citoquina 

gamma-interferón por parte de los linfocitos T sensibilizados estimulados por antígenos 

micobacterianos y su cuantificación utilizando un anticuerpo monoclonal frente la misma 

[Wood et al., 1989; Wood et al., 1991; Billman-Jacobe et al., 1992; Pérez et al., 1994b; 

Burrells et al., 1998]. Aunque en un principio fue desarrollada para el diagnóstico de la 

tuberculosis bovina, empleando antígenos procedentes de M. avium como la PPD aviar o la 

Johnina, se demostró su utilidad para la detección de la infección paratuberculosa [Wood et 

al., 1989; Wood et al., 1991; Burrells et al., 1995; McDonalds et al., 1999], no solo en esta 

especie, sino también en oveja, cabra y búfalo [Rothel et al., 1990; Pérez et al., 1994b; 

Corpa, 1999]. 

 

Se basa en el cultivo de sangre heparinizada con antígeno de M. bovis durante 16-24 

horas con la medida de producción de una linfoquina, el gamma interferón, por parte de los 

linfocitos T CD4+ tipo 1 [Wood et al., 1991]. La cuantificación del gamma interferón se 
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realiza mediante un ELISA de captura en el que las placas llevan fijado un anticuerpo 

monoclonal antigamma interferón bovino. Como la prueba utiliza el mismo antígeno que el 

empleado en la prueba de la tuberculina (PPD) aviar para distinguir las reacciones no 

específicas de las específicas. Esta prueba fue desarrollada como alternativa al test de 

transformación linfocitaria que cuantifica la proliferación de linfocitos T y, que para el 

diagnóstico rutinario presenta los inconvenientes de ser un proceso largo, complejo y que 

precisa instalaciones adecuadas para el manejo de isótopos radioactivos [Wood et al., 

1991]. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. MATERIALES 

Y MÉTODOS 
“No estudio por saber más, sino por ignorar menos” 

Sor Juana Inés de la Cruz (1651-1695) 
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III.1. LUGAR DE ESTUDIO. 

 

Nayarit es uno de los 31 estados que junto al Distrito Federal conforman las 32 

entidades federativas de México. Se encuentra situado al noroeste, limita al norte con 

Sinaloa, Durango y Zacatecas, al sur con Jalisco y al oeste con el Océano Pacífico (Fig. 

III.1.). 

 

 El estado se divide en 20 municipios: Acaponeta, Ahuacatlán, Amatlán de Cañas, 

Bahía de Banderas, Compostela, El Nayar, Huajicori, Ixtlán del Río, Jala, La Yesca, 

Rosamorada, Ruiz, San Blas, San Pedro Lagunillas, Santa María del Oro, Santiago 

Ixcuintla, Tecuala, Tepic (capital de Nayarit), Tuxpan y Xalisco (Fig. III.2.). 

 

  Según los datos del censo de población y vivienda realizado por el Instituto 

Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) hasta el año 2010, el estado de Nayarit 

contaba con una población de 1,084.979 habitantes, de los cuales 541,007 eran hombres y 

543,972 mujeres. 

 

 Su altitud sobre el nivel del mar es de 2.760 m., con un clima predominante 

semicálido.  La temperatura media anual del estado es de 25°C, con temperaturas mínimas 

en el mes de enero de 10°C de media y temperaturas máximas ligeramente superiores a  los 

35°C en los meses de mayo y junio. La precipitación media anual es de 1100 mm. 

 

Las principales actividades son: ganadería (bovino, ovino, caprino, porcino y aves 

de corral), pesca (robalo, huachinango, salmón y lisa, además de ser el número uno en la 

producción de gambas), industrias (azucarera y tabacalera), comercio y turismo. La 

Secretaría de agricultura, ganadería, desarrollo rural, pesca y alimentación (SAGARPA) 

informó que en 2013 Nayarit contaba con 679.561 cabezas de ganado bovino (662.651 de 

carne y 16.910 de leche). 
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MÉXICO 

                                       
                                Figura III.1. Distribución geográfica de México.             

                                  

                      

 

                                             

NAYARIT 

                    1.- Acaponeta                                                                11.- Ruiz 

                    2.- Ahuacatlán                                                               12.- San Blas 

                    3.- Amatlán de Cañas                                                   13.- San Pedro Lagunillas 

                    4.- Compostela                                                              14.- Santa María del Oro 

                    5.- Huajicori                                                                  15.- Santiago Ixcuintla 

                    6.- Ixtlán del Río                                                           16.- Tecuala 

                    7.- Jala                                                                           17.- *Tepic 

                    8.- Xalisco                                                                     18.- Tuxpan 

                    9.- El Nayar                                                                   19.- La Yesca 

                   10.- Rosamorada                                                            20.- Bahía de Banderas 

                   

 *Lugar donde fueron tomadas todas las muestras, objeto de estudio. 

               

                           Figura III.2. Distribución geográfica de Nayarit. 
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III.2. SELECCIÓN DE ANIMALES. 

 

Para la realización de esta tesis se han empleado animales de la especie bovina que 

provenían de las campañas de erradicación de la tuberculosis, sacrificados  en el matadero 

de la Ciudad de Tepic (México) en el período de febrero, marzo y abril del 2011 y en el 

periodo de febrero, marzo y abril del 2012. Se estudiaron 343 bovinos, 289 mayores de dos 

años y los 54 restantes menores de 2 años de edad, procedentes de los 20 municipios 

mencionados anteriormente. Se clasificaron en grupos de la A a la T. Del total de animales  

62 eran machos y 281 hembras. Los bovinos fueron clasificados por su edad: menores de 2 

años [vaquillas (n=21) y toretes (n=33)] y mayores de 2 años [vacas (n=260) y toros 

(n=29)] y lugar de procedencia. (Tabla III.1).  

 

 

Tabla III.1. Distribución de los 343 bovinos en los 20 municipios (grupos A - T). 

 

 

Las muestras se obtuvieron tras el sacrificio de los bovinos mediante aturdimiento 

con pistola de ¨bala cautiva¨ y desangrado y faenado habitual en matadero.  

  

 

 

Procedencia ≤ 2 años ≥ 2 años Identif. Grupo 

Acaponeta 2 11 A1 a A13 A 

Ahuacatlán 2 11 B1 a B13 B 

Amatlán de Cañas 2 6 C1 a C8 C 

Compostela 7 24 D1 a D31 D 

Huajicori 0 12 E1 a E12 E 

Ixtlán del Río 1 10 F1 a F11 F 

Jala 6 8 G1 a G14 G 

Xalisco 1 11 H1 a H12 H 

El Nayar 2 19 I1 a I21 I 

Rosamorada 4 14 J1 a J18 J 

Ruiz 4 7 K1 a K11 K 

San Blas 2 6 L1 a L8 L 

San Pedro Lagunillas 2 15 M1 a M17 M 

Santa María del Oro 4 21 N1 a N25 N 

Santiago Ixcuintla 3 6 O1 a O9 O 

Tecuala 1 19 P1 a P20 P 

Tepic 2 31 Q1 a Q33 Q 

Tuxpan 5 8 R1 a R13 R 

La Yesca 4 43 S1 a S47 S 

Bahía de Banderas 0 7 T1 a T7 T 

Total 54 289 343  
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III.3. ESTUDIOS REALIZADOS. 

 

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas diagnósticas que se explican a 

continuación: 

 

1) La prueba de Intradermorreacción (IDR) solo en animales mayores de 2 años: n=289. 

 

2) Test ELISA-tb (frente al complejo M. tuberculosis) y ELISA-ptb (frente a M. avium 

subsp. paratuberculosis): n=320. 

 

3) PCR en muestras de tejido (para la identificación de M. bovis, Map  y Maa): n=275 y 

PCR para la identificación de M. avium subsp. avium (Maa): n=14. 

 

4) Valoración de lesiones mediante estudios histológicos (Histología): n=62. 

 

En un total de 35 animales se pudieron realizar las cuatro pruebas diagnósticas (IDR, 

ELISA-tb, ELISA-ptb, PCR-tb, PCR-ptb e histología). 

 

-En 23 bovinos: Histología + ELISA tb y ptb + IDR. 

-ELISA tb y ptb + IDR + PCR: 177 animales. 

-En 4 animales: ELISA t y ptb + PCR + Histología. 

-ELISA tb y ptb + IDR en 38 animales. 

-ELISA tb y ptb + PCR en 36 animales. 

-En 16 animales, IDR + PCR. 

-En un total de 14 animales sólo se efectuó una prueba: en 7 la PCR y en otros 7 el ELISA 

tb y ptb. 

 

3.1. Intradermorreacción (IDR) simple. 

 

Todos los animales mayores de 2 años (n=289) fueron sometidos a la prueba de 

intradermorreacción simple en el curso del programa oficial de erradicación de la 

tuberculosis bovina, aplicada por personal capacitado por el Comité Estatal para el 

Fomento y Protección Pecuaria de Nayarit, S.C. en cada municipio del cual procedían 

dichos bovinos. 

 

Dicha prueba se aplicó en el pliegue ano-caudal. Primeramente, se midió el grosor 

de la piel con un calibre en los puntos en que se iba a proceder a inyectar la tuberculina. A 

continuación, se inyectó intradérmicamente 0,1 ml de PPD bovina a una concentración de 

1mg/ml. La lectura se realizó a las 72 horas midiendo nuevamente el grosor de la piel. Para 

la interpretación de los resultados se consideraron tres categorías reaccionantes, según la 

intensidad de la reacción: 
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(i) Positivo: 5 mm o mayor. 

(ii) Sospechoso: entre 3 mm y 5 mm. 

(iii) Negativo: menos de 3 mm. 

 

3.2 Prueba del test ELISA indirecto frente a tuberculosis y paratuberculosis. 

 

3.2.1. Toma y procesamiento de muestras.  

 

La valoración de la respuesta inmune humoral periférica frente a la tuberculosis y 

paratuberculosis, se llevó a cabo en 320 animales. Las muestras de sangre fueron tomadas 

en tubos de extracción sin aditivos de 5ml (Vacutainer®, Reino Unido), una vez 

sacrificados los animales, directamente del fluido sanguíneo ocasionado por el degüello. 

Posteriormente, los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 24 horas para 

permitir una correcta coagulación de la sangre y extraer el suero, que se almacenó  

congelado a -20°C en tubos  viales tipo Eppendorf hasta su procesado. 

 

El procesado de las muestras se realizó mediante el test ELISA (Enzime Linked 

Immunoabsorbent Assay) siguiendo el protocolo descrito por Pérez et al. (1997) con 

algunas modificaciones, utilizado normalmente por nuestro grupo de investigación.  

 

3.2.2. Desarrollo de la prueba ELISA. 

 

En la tabla III.2 se indican todos los reactivos utilizados en la ejecución de esta técnica. 

 

Tuberculosis. 

 

La adsorción del antígeno al pocillo se realizó mediante incubación de 200 

µl/pocillo de una solución de PPD bovina [100 µl de PPD bovina comercial (CZ  

Veterinaria, Porriño, España) en 20 ml. de tampón carbonato] durante 14 a 16 horas 

aproximadamente a 4°C. Posteriormente se realizaron lavados con una solución salina. Las 

placas adsorbidas se lavaban 5 veces para utilizarse el mismo día y 3 veces para congelarse 

a -20°C hasta su utilización.  

 

Para la realización de la técnica, se emplearon 200 µl de suero problema a una 

dilución 1:100 en PBS-TG que fueron añadidos en cada pocillo. Las placas se incubaron 

durante 60 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda Transcurrido ese tiempo se 

lavaron 6 veces con PBS-TG. Se utilizó como conjugado proteína G marcada con 

peroxidasa a una dilución de 1:1.000. Las placas se incubaron de nuevo a temperatura 

ambiente en cámara húmeda durante 60 minutos y después se lavaron 5 veces con PBS-TG. 

En este momento se añadían 160 µl   de la solución de sustrato y se incubaban durante 25 
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minutos en oscuridad y a temperatura ambiente en cámara húmeda, frenándose 

posteriormente con la adición de 40 µl por pocillo de la solución de frenado.  

 

Paratuberculosis. 

 

El primer paso de la técnica, consistió en adsorber el antígeno protoplasmático de 

Map PPA3 (Allied Monitor Lab. Inc., Fayette, Missouri, EEUU) en microplacas de 

polietileno de fondo plano. Se dispensaron 100 µl/pocillo del antígeno PPA3 a una 

concentración de 0,04 mg/ml en tampón carbonato y, posteriormente se incubó entre 14-16 

horas. Las placas adsorbidas se lavaron 4 veces para ser usadas en el momento o 3 veces 

para congelarse a -20°C hasta su utilización. 

 

Por otro lado, se diluían 50 µl de cada suero problema en 50 µl de una suspensión 

de Mycobacterium phlei (Allied Monitor Lab. Inc., Fayette, Missouri, EEUU), a una 

relación 1:1, en una placa no adsorbida, dejándola 2 horas en agitación a temperatura 

ambiente en cámara húmeda, con el fin de evitar reacciones inespecíficas. A continuación, 

se extraían 20 µl de la placa inicial, con ayuda de una pipeta multicanal, mezclándolos con 

180 µl de PBS-TG en una placa intermedia no adsorbida, de la que finalmente se volvían a 

tomar 20 µl que se mezclaban con 80 µl  de PBS-TG en la placa final adsorbida con PPA-3  

consiguiéndose una dilución final para cada suero de 1/100. Se sometía a incubación otras 2 

horas a temperatura ambiente en cámara húmeda y, trascurrido ese tiempo, la placa se 

lavaba 5 veces con PBS-TG. A continuación se añadían a cada pocillo 100 µl de conjugado 

(proteína G) con PBS-T a una dilución de 1/1500. La incubación se repitió en las mismas 

condiciones que en el paso anterior y, tras realizar 4 nuevos lavados con PBS-TG, se 

dispensaron 100 µl del sustrato ABTS en cada pocillo. La placa se incubaba de 20 a 25 

minutos en oscuridad y agitación. Pasado este tiempo, se detenía la reacción, añadiendo 100 

µl de solución de frenado a cada pocillo 

 

Todas las muestras, tanto para tuberculosis como paratuberculosis se procesaron por 

duplicado en pocillos contiguos. En cada placa se reservaban 12 pocillos para los controles 

positivos y negativos que se procesaban por duplicado en tres puntos diferentes de la placa, 

normalmente dos esquinas en diagonal y en el centro como se muestra en la Figura III.3. El 

control positivo consistía en el suero de un mismo animal infectado, positivo a la prueba 

ELISA y de valor conocido previamente. Para el control negativo se utilizó tampón PBS-

TG. 
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              D  

              E 

              F 

              G 

              H 

              

 

 Figura III.3. Distribución de los sueros en la placa del test ELISA PPA-3 y de tuberculosis. Control 

Positivo:      . Control Negativo:        . Muestra por duplicado:        . 

 

Composición de los reactivos utilizados en la técnica ELISA 

1. Solución salina de lavado: 

 Cloruro sódico: 8,5 gr. 

 Tween 80: 0,5 ml. 

 Agua destilada: 1000 ml. 

2. PBS-TG (solución para lavar las placas incubadas): 

 Fosfato monosódico monohidratado: 1,8 gr. 

 Fosfato disódico anhidro: 12,36 gr. 

 Cloruro sódico: 8,5 gr. 

 Agua destilada: 993 ml. 

 pH 7.6 ajustado con NaOH. 

 Tween 80: 0,5 ml. 

3. Tampón citrato 0,05 M: 

 Ácido cítrico monohidrato: 3,8 gr. 

 Citrato sódico tribásico: 3, 52 gr. 

 Añadir agua destilada hasta 500 ml. 

 Ajustar el pH a 4. 

4. Tampón carbonato: 

 Carbonato sódico (Na2CO3): 5,3 gr. 

 Agua destilada: 1000 ml. 

 pH 9.6 ajustado con HCL. 

5. Sustrato ABTS: 2,2´-azino-di-(ethyl-benzyl-thiazoline sulfonate): 

 ABTS: 5,48 gr. 

 Tampón citrato: 50 ml. 

 Añadir 19 µl de solución madre 1/25 de agua oxigenada (5 µl de agua oxigenada 

comercial de 30 volúmenes en 120 µl de agua destilada). 

6. Solución de frenado: 

 Ácido fluorhídrico (45%) 0,1 M: 889,33 µl. 

 Agua destilada: 20 ml. 
Tabla III.2.  Preparación de los reactivos utilizados en el test ELISA. 
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3.2.3. Validación de la prueba ELISA e interpretación de los resultados. 

 

La lectura de las placas se realizó en un espectrofotómetro (EL-340 Bio-Tek 

Instruments ® EEUU) con un filtro de 405 nm.       

 

El valor de absorbancia de cada suero se obtuvo, calculando la media de las 

densidades ópticas (DO) de cada suero problema, así como la de los controles positivos. 

Estos valores eran transformados en un índice que se obtenía al dividir el valor medio de la 

DO de cada suero entre el valor medio de los controles positivos de cada placa:                                                    

 

                                                                  DO  media 405 Muestra 

         Índice ELISA del suero problema = ------------------------------------- X 1000 

                                                              DO media 405 Control Positivo 

 

 

 

Reaccionantes positivos a tuberculosis: índice mayor a 800 

Reaccionantes dudosos a tuberculosis: índice entre 601 y 800 

Reaccionantes negativos a tuberculosis: índice menor a 600 

Reaccionantes positivos a paratuberculosis: índice mayor a 900 

Reaccionantes dudosos a paratuberculosis: índice entre 601 y 900 

Reaccionantes negativos a paratuberculosis: índice menor a 600 

 

El punto de corte se estableció en base a los resultados de estudios previos, de tal 

manera que se mantuviera la mayor sensibilidad posible, con la mejor especificidad 

[Gutiérrez-Cancela, 1996; Pérez et al., 1997; Garrido, 2001; González, 2003]. Además de 

la calificación otorgada a cada animal, se reflejó también el valor del cociente en cada caso. 

 

 

3.3. Estudios post mortem. 

 

3.3.1. Estudios anatomopatológicos. 

 

3.3.1.1. Examen macroscópico y toma de muestras.  

 

El examen macroscópico se realizó en el total de los animales estudiados, mediante 

la inspección visual y palpación de varios órganos, con especial atención a la cabeza, y 

nódulos linfáticos asociados, pulmón y ganglios linfáticos regionales, intestino delgado y 

ganglios linfáticos ileocecales y mesentéricos. En los 343 animales se tomaron las muestras 

que se reflejan en la Tabla III.3. y Figura III.4. para su posterior estudio histológico. 
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Muestras recogidas 

 Cabeza:  

Ganglio linfático retrofaríngeo medial (se encuentran en posición medial al asta mayor del 

hueso hioides, entre la faringe y los músculos rectos ventrales de la cabeza). 

Ganglio linfático retrofaríngeo lateral (está situado a ambos lados de la línea media entre la 

laringe y el agujero magno). 

Ganglio linfáticos parotídeos (localizados a cada lado de la cabeza bajo la glándula salival 

parótida). 

 

 Pulmón:  

Ganglio linfático traqueobronquial izquierdo (situado sobre el bronquio izquierdo, ventral 

al arco aórtico). 

Ganglio linfático mediastínico medio (localizado al lado del traqueobronquial-izquierdo, 

sobre el bronquio izquierdo). 

Ganglio linfático mediastínico caudal (ventral a la aorta, entre los lóbulos diafragmáticos). 

 

 Intestino delgado:  

Ganglio linfático ileocecal (se encuentra junto a la válvula ileocecal). 

Ganglio linfático mesentérico (se encuentra situado junto al yeyuno distal) 
Tabla III.3. Identificación de las muestras tomadas, tras el sacrificio de cada animal para los diferentes 

estudios. 
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Figura III.4. Localización de los ganglios linfáticos objeto de estudio. A: Ganglios linfáticos de la cabeza. B: 

Ganglios linfáticos del pulmón. C: Ganglios linfáticos del intestino. D: Hígado. 

 

A B 

C D 
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En el pulmón se procedió a su inspección visual y en los ganglios linfáticos 

regionales se llevó a cabo su fileteado en secciones de aproximadamente 1 cm. En cada 

ganglio linfático examinado de la cabeza, se realizó también al menos una incisión. De 

estos órganos y de la válvula y ganglio linfático ileocecal se tomaron muestras de cada 

animal, que se fijaron en formol tamponado al 10% durante 7 días a un mes, una vez 

identificados y etiquetados.  

 

3.3.1.2. Procesado histológico. 

 

Una vez fijados los ganglios linfáticos se tallaron secciones de aproximadamente 3 

mm de espesor en busca de lesiones que hubieran podido pasar desapercibidas en el 

matadero. De cada muestra se tomaron dos secciones que se introdujeron en capsulas 

plásticas de inclusión (TESPA, Giessen, Alemania). La inclusión en parafina se realizó de 

forma manual durante 22 horas. Para ello se procedió al lavado en agua y deshidratación en 

gradientes crecientes de alcohol y xilol, seguido la inmersión en parafina de 56°C de punto 

de fusión (Vogel Histo-Comp®, Giessen, Alemania), sin realizar un montaje tradicional, ya 

que dichas muestras tenían que ser transportadas a España. Una vez embebidas en parafina, 

pero sin llegar a formar el bloque, las muestras permanecieron almacenadas durante tres 

meses a temperatura ambiente, para después ser trasladadas al Laboratorio de Histología y 

Anatomía Patología de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de León en España 

donde se realizó el montaje definitivo de los bloques en una unidad formadora de bloques 

(Myr AP280). Una vez montados los bloques de parafina de las diferentes muestras, se 

realizaron secciones de 4 µm de espesor mediante un micrótomo de rotación (Finesse®, 

Termo Shandon) que se recogieron en portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma-

Aldrich®, Madrid, España).  

 

En el momento de obtener secciones con el micrótomo, observamos que un buen 

número de bloques se cortaba con dificultad, debido a una intensa deshidratación y 

deficiente inclusión del tejido, probablemente por las condiciones inadecuadas de la 

inclusión y de almacenamiento. Por ello, los bloques se sometieron a un proceso de re-

inclusión, tras su rehidratación previa. Este tratamiento no tuvo éxito, siendo imposible en 

todas las muestras llevar a cabo secciones para estudios histológicos adecuados. 

Únicamente fue posible obtener secciones válidas para su examen al microscopio de 

muestras de 62 animales.  

 

3.4. Tinciones histológicas. 

 

Tras un secado previo de las secciones en una estufa de 37°C durante 24 horas se 

realizaron tinciones Hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen para la detección de bacilos 

ácido-alcohol resistentes. El estudio histológico se realizó en 62 animales que aparecen 

reflejados en la siguiente tabla (Tabla. III.4.). 
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N° de Identif. Municipio Sexo Edad Aptitud 

M1 San Pedro Lagunillas ♀ +2 años Carne 

B2 Ahuacatlán ♀ +2 años Carne 

N3 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

Q4 Tepic ♂ +2 años Carne 

I3 El Nayar ♀ +2 años Carne 

D1 Compostela ♀ +2 años Carne 

S14 La Yesca ♀ +2 años Carne 

S16 La Yesca ♀ +2 años Carne 

S18 La Yesca ♀ +2 años Leche 

Q5 Tepic ♂ +2 años Carne 

M2 San pedro Lagunillas ♀ +2 años Carne 

D5 Compostela ♀ +2 años Carne 

D6 Compostela ♂ +2 años Carne 

D7 Compostela ♀ +2 años Leche 

M3 San Pedro Lagunillas ♀ +2 años Carne 

D9 Compostela ♀ +2 años Carne 

D10 Compostela ♀ +2 años Carne 

D11 Compostela ♀ +2 años Carne 

D12 Compostela ♀ +2 años Carne 

D13 Compostela ♀ +2 años Carne 

C2 Amatlán de Cañas ♀ +2 años Carne 

D15 Compostela ♀ +2 años Carne 

N5 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

N8 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

G3 Jala ♀ +2 años Carne 

I6 El Nayar ♀ +2 años Carne 

I7 El Nayar ♀ +2 años Carne 

I8 El Nayar ♀ +2 años Carne 

I9 El Nayar ♀ +2 años Carne 

J4 Rosamorada ♀ -2 años Carne 

L2 San Blas ♂ +2 años Carne 

F4 Ixtlán del Río ♂ -2 años Carne 

N12 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

E3 Huajicori ♀ +2 años Carne 

Q11 Tepic ♀ +2 años Carne 

I12 El Nayar ♀ +2 años Carne 

M8 San Pedro Lagunillas ♀ +2 años Carne 

A4 Acaponeta ♀ +2 años Carne 

B5 Ahuacatlán ♀ +2 años Carne 

N15 Santa María del Oro ♂ +2 años Carne 

B7 Ahuacatlán ♀ +2 años Carne 

A5 Acaponeta ♀ +2 años Carne 

Q14 Tepic ♀ +2 años Carne 

D20 Compostela ♀ +2 años Carne 

C3 Amatlán de Cañas ♀ +2 años Carne 
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Tabla III.4.  Número de identificación, municipio de procedencia, sexo, edad y aptitud de los 62 animales en 

los que se realizó el estudio histológico. 

   

Ambas tinciones se realizaron siguiendo los protocolos utilizados en la Universidad 

de León, descritos a continuación: 

 

Tinción Hematoxilina-Eosina 

 Desparafinar e hidratar pasando por xilol y alcoholes de grado decreciente. 

 Lavar durante 10 minutos. 

 Teñir 4 minutos en hematoxilina de Harris. 

 Lavar durante 10 minutos. 

 Teñir 30 segundos en eosina. 

 Lavar durante 30 segundos introduciendo los portaobjetos en 2 recipientes. 

 Deshidratar con alcoholes de grado creciente y xilol. 

 Montaje con DPX (BDH ®, Reino Unido). 
Tabla III.5. Protocolo de la tinción Hematoxilina-Eosina (H-E). 

 

Reactivos para la tinción Hematoxilina-Eosina 

 Hematoxilina de Harris. 

Hematoxilina (Merck®, Darmstadt, Alemania): 1 gr. 

Alcohol 100°: 10 ml. 

Alumbre amónico (Merck®, Darmstadt, Alemania): 20 gr. 

Agua destilada: 200 ml. 

Óxido de mercurio (Merck®, Darmstadt, Alemania): 0,5 gr. 

 Eosina. 

Eosina (Merck®, Darmstadt, Alemania): 1 gr. 

Agua destilada: 100 ml. 

Ácido acético glacial al 100%: 2-3 gotas. 
Tabla III.6. Reactivos empleados para la tinción Hematoxilina-Eosina (H-E). 

C4 Amatlán de Cañas ♂ +2 años Carne 

S39 La Yesca ♀ +2 años Carne 

O4 Santiago Ixcuintla ♀ -2 años Carne 

D21 Compostela ♀ +2 años Carne 

K5 Ruiz ♀ +2 años Carne 

N18 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

A10 Acaponeta ♀ +2 años Carne 

M9 San Pedro Lagunillas ♀ +2 años Carne 

N20 Santa María del Oro ♂ +2 años Carne 

R7 Tuxpan ♀ +2 años Carne 

O6 Santiago Ixcuintla ♀ +2 años Carne 

S46 La Yesca ♀ +2 años Leche 

H10 Xalisco ♀ +2 años Carne 

N22 Santa María del Oro ♂ +2 años Carne 

N24 Santa María del Oro ♀ +2 años Carne 

C8 Amatlán de Cañas ♂ -2 años Carne 
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Tinción Ziehl-Neelsen 

 Desparafinar e hidratar con xilol y alcoholes de grado decreciente. 

 Lavar durante 10 minutos. 

 Solución de carbol-fucsina 1 hora a temperatura ambiente. 

 Lavar durante 5 minutos. 

 Decolorar con la solución de alcohol-ácido hasta que la preparación se haga rosa 

pálida. 

 Lavar durante 8 minutos. 

 Colorear con la solución de trabajo azul de metileno 15 segundos. 

 Lavar en agua de grifo y luego en agua destilada. 

 Deshidratar pasando por alcoholes de grado creciente y xilol. 

 Montar con DPX (BDH ®, Reino Unido). 
Tabla III.7. Protocolo para la tinción Ziehl-Neelsen (Z-N). 

 

 

Reactivos empleados en la tinción Ziehl-Neelsen 

 Coloración: 

Carbolfucsina. 

 

 Decoloración: 

Alcohol de 70°: 100ml. 

Ácido clorhídrico. 

 

 Contraste: 

Solución madre de Azul de Metileno: 

Azul de metileno. 

Alcohol de 95°: 100 ml. 

Solución de trabajo de Azul de Metileno: 

Solución madre de azul de metileno: 10 ml. 

Agua corriente: 90 ml. 
Tabla III.8. Reactivos empleados para la tinción Ziehl-Neelsen (Z-N). 

 

 

 

3.4.1. Valoración de las lesiones. 

 

 La valoración macroscópica de las lesiones tuberculosas en ganado bovino se 

realizó atendiendo la descripción clásica de los textos [Pallaske, 1962; Nieberle y Cohrs, 

1966]. 

 

En el caso de las lesiones microscópicas asociadas a tuberculosis, se tomó como 

referencia para la clasificación lesional los tipos propuestos por García Castro (2007), que 

reconoce los tipos que se explican brevemente a continuación:  
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Tipo I: 

 

En algunos ganglios se observó la presencia de pequeños granulomas (tubérculos 

miliares y submiliares) formados por macrófagos, células gigantes de Langhans muy 

diferenciadas, de gran tamaño y numerosos núcleos. Estos granulomas estaban bien 

delimitados del tejido circundante pero sin presencia de encapsulación. Cuando el tamaño 

de los mismos era mayor comenzaban a observarse zonas de necrosis de mayor tamaño 

delimitadas por linfocitos, macrófagos y abundantes células gigantes bien diferenciadas. En 

el seno de esta necrosis eran abundantes los restos celulares y apenas se observaba 

calcificación. La extensión de las lesiones era variable, con tendencia a localizarse en la 

zona interfolicular preservándose la mayor parte de los folículos y zona medular. 

 

Tipo II: 

 

La lesión era semejante a la anterior, pero con un número moderado de células  

gigantes de diferente tamaño y localizadas en la periferia de los granulomas. Asimismo, en 

algunas zonas de esta necrosis se apreciaba el inicio de una fina cápsula fibrosa. Junto con 

estas lesiones se observaban también áreas de necrosis con calcificación más extensas y 

delimitadas por una cápsula fibrosa y muy escaso componente celular, siendo la cantidad de 

células gigantes esporádica. 

 

Tipo III: 

 

Era característica la presencia de focos de necrosis de tamaño variable, con intensa 

calcificación y delimitados por una gruesa y densa cápsula fibrosa en la que habitualmente 

no se observaban células gigantes, siendo esporádicas y de pequeño tamaño cuando 

aparecían en la lesión, conformando un tejido semejante al de granulación. El número de 

estos focos era variable en cada caso, destruyéndose completamente la estructura del 

ganglio linfático en las zonas donde se localizaba. 

 

En el caso de la paratuberculosis, para la valoración de las lesiones microscópicas se 

utilizaron los criterios propuestos por González et al. (2005) que, en función de su 

extensión y las características morfológicas, las clasifica en focales formadas por pequeños 

granulomas en el tejido linfoide, multifocales cuando también aparecían en la lámina 

propia, y difusas cuando el infiltrado ocupaba amplias zonas del intestino. 

 

3.5. Detección de micobacterias mediante PCR y selección de muestras. 

 

La detección del genoma micobacteriano de M. bovis y Map se realizó en 275 

animales, empleando la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), un conjunto 

o “pool” de muestras de cada animal. En otros 14 animales, en muestras individuales 
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elegidas en función de la presencia de lesiones, se realizó una PCR para la detección de 

ácido nucleicos de Maa, en ambos casos las muestras habían sido fijadas en formol, por un 

periodo de tiempo de aproximadamente 7 días e incluidas en parafina. 

 

3.5.1. Procesado de las muestras. 

 

Dichas secciones se obtuvieron mediante un micrótomo de rotación de forma que, 

entre cada bloque de parafina se procedía a la limpieza del micrótomo y de la cuchilla con 

lejía al 19% para evitar contaminaciones de ADN y con xilol para eliminar restos de 

parafina. Se utilizó una cuchilla por cada 3 animales (lado derecho, centro y lado 

izquierdo). Las secciones se colocaron en tubos de 1,5 ml. estériles y libres de DNAsas con 

la ayuda de unas pinzas estériles.  

 

Como controles positivos, se emplearon bloques de tejido incluidos en parafina, de 

muestras de vacas ya conocidas de antemano por ser positivas a Map, M. bovis o Maa. Las 

secciones de los controles positivos se obtuvieron independientemente.  

 

3.5.2. Lisis de la micobacteria y extracción del ADN. 

 

Frente a M. bovis y Map (“pool”). 

 

Para la extracción de las micobacterias, las muestras se centrifugaron durante 3  

minutos a 7500 rpm para compactar. A cada muestra se le agregaron 200µm de Tween 20 

(0,5 %). Después procedimos a la lisis empleando el método de rotura de las micobacterias 

por congelación/descongelación descrito por Garrido (2001), por el cual, los viales se 

sometieron a temperaturas de 100°C durante 10 minutos en una placa térmica para 

sumergirlas a continuación en nitrógeno líquido durante 10 minutos. Este proceso se repitió 

dos veces para la detección del genoma micobacteriano de Map y M. bovis.  

 

A continuación, se introdujeron a la centrífuga a 5500 rpm durante 20 minutos. Para 

finalizar se recogieron aproximadamente entre 40 y 80µl  del sobrenadante sin parafina. 

Las muestras se congelaron a -20°C hasta la realización de la PCR.  

 

Extracción y lisis del ADN mediante el kit comercial. 

 

Frente a M. bovis, Map y Maa (individual). 

 

La extracción y lisis de ADN se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los componentes del kit de extracción se almacenaron a temperatura ambiente (con la 

excepción de la proteinasa K que se conservaba en refrigeración a 4°C) y vienen descritos 

en la tabla III.9.  
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Componentes del kit comercial Speedtools Tissue DNA extraction kit® 

 Buffer BT1 (Contiene hidrocloruro de guanidina) 

 Proteinasa K (Liofilizada): 30 mg. 

 Buffer proteinasa: 1,8 ml. 

-Al abrir el kit la primera vez se tiene que reconstruir la proteinasa K liofilizada con 1,35 

ml de Buffer proteinasa. 

 Reactivo BB1: 10 ml. 

 Reactivo BB2: 2,5 ml. 

-Al abrir el kit se transfiere todo el contenido del Buffer BB1 en el reactivo BB2, se 

mezcla y la solución restante se convierte en el Buffer BB3 (contiene hidrocloruro de 

guanidina). 

 Buffer BBW: (Contiene hidrocloruro de guanidina): 30 ml. 

 Buffer BB5: (Concentrado): 7 ml. 

-Al abrir el kit la primera vez se diluye este buffer en 28 ml de etanol. 

Buffer de elución BBE (Tris/HCL 5mM, pH 8,5): 13 ml. No contiene EDTA en su 

composición. 

 Columnas de unión ADN 

 Tubos de 2 ml. 
Tabla.III.9. Componentes del kit comercial Speedtools Tissue DNA extraction kit (Biotools® B&M Labs., 

S.A., Madrid, España) para la extracción y purificación de ADN. 

 

 Tras añadir 180 µl de Buffer BT1 y 25 µl de proteinasa K, se incubaron las muestras 

en baño maría a 56°C durante 2-3h, homogeneizándolas ocasionalmente con ayuda de un 

agitador vórtex, hasta alcanzar una digestión completa del tejido. Con el fin de romper las 

células, completar la lisis de las muestras y así poder extraer y purificar el ADN, se 

dispensaron 200 µl de Buffer BB3 de lisis, homogeneizado nuevamente las muestras 

mediante vórtex e incubándolas a 70°C durante 10 min. Tras una centrifugación a 13000 

rpm durante 5 min. Para precipitar el resto de partículas insolubles, se transfirió el 

sobrenadante a un nuevo vial de 1,5 ml para PCR. 

 

La extracción de ADN se realizó mediante el uso de columnas de unión de ADN 

previamente colocadas sobre tubos de PCR de 2 ml (incluidos en el kit). Para ello, tras 

añadir 210 µl de etanol (Probalo
TM

, Briare, Francia) al lisado y mezclar por inversión, se 

cargó la muestra a su columna correspondiente, que fue centrifugada durante 90 seg a 

13000 rpm para favorecer la unión del ADN a la membrana de sílica. A continuación se 

procedió al lavado de dicha membrana con el fin de eliminar cualquier impureza. Así, se 

realizó un primer lavado con 500 µl de Buffer BBW y, tras centrifugar durante 90 seg a 

13000 rpm, se llevó a cabo un segundo lavado con 600 µl de Buffer BB5 y centrifugado 

durante 2 min. A la misma velocidad. Para eliminar el etanol residual, se procedió al secado 

de la membrana con el ADN adherido, centrifugado durante 2 min a 13000 rpm. 

 

Finalmente se llevó a cabo la elución del ADN puro, transfiriendo la columna vial 

de 1,5 ml estéril y libre de ADNasas y dispensando 50 µl de Buffer BBE precalentado a 
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70°C directamente en la membrana (sin llegar a tocarla). Se incubaron las muestras durante 

3 min y finalmente se centrifugaron 2 min a 13000 rpm para recoger el ADN puro extraído 

en el vial de 1,5 ml. Se volvió a repetir el paso de elución en las mismas condiciones, de tal 

forma que el ADN recogido acabó diluido en 100 µl de Buffer BBE. A continuación, o bien 

se pasaba directamente a la fase de amplificación del ADN, o bien se almacenaban las 

muestras a -20°C hasta su posterior uso. 

 

3.5.3. Amplificación del ADN micobacteriano. 

 

La amplificación del ADN se realizó en un termociclador XP Thermal Cycler® 

(Bioer Technology Co., LTD, Japón). Las secuencias de los oligonucleótidos de los 

cebadores utilizados para la amplificación del ADN micobacteriano se detallan a 

continuación [Collins et al., 1993b]:  

 

Para amplificar un fragmento de 217 pares de bases (pb) IS900 especifico de Map  

sometiendo a las muestras al siguiente protocolo: 

*Desnaturalización: 96° 3 min. 

*Amplificación: 40 ciclos. 

°Desnaturalización: 96° 1 min. 

°Cebado: 65° 1 min. 

°Extensión: 72° 2 min. 

*Extensión: 72° 8 min. 

C1: GAT CGG AAC GTC GGC TGG TCA GG 

C2: GAT CGC CTT GCT CAT CGC TGC CG 

 

Para amplificar un fragmento de 123 pares de bases (pb) IS6110 especifico del 

complejo M. tuberculosis, empleando el siguiente ciclo de temperaturas y tiempos:  

*Desnaturalización: 94° 1 min. 

*Amplificación: 50 ciclos. 

°Desnaturalización: 94° 45 seg. 

°Cebado: 72° 75 seg. 

°Extensión: 72° 10 min. 

*Extensión: 72° 8 min). 

TB1: CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG 

TB2: CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG 

 

Para amplificar un fragmento de 257 pares de bases (pb) IS901 especifico del 

complejo M. avium avium, empleando el siguiente ciclo de temperaturas y tiempos:  

*Desnaturalización: 94° 10 min. 

*Amplificación: 50 ciclos. 

°Desnaturalización: 94° 1 min. 
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°Cebado: 65° 15 seg. 

°Extensión: 72° 75 seg. 

*Extensión: 72° 8 min. 

MAA1: AAG CCG AGG TGG TGT ATG T 

MAA2: AGG GAA GAT GGC GGT GAG CAT 

 

Para llevar a cabo este proceso, se preparaba una “pre-mezcla” de amplificación, 

utilizando los siguientes reactivos descritos en la siguiente tabla III.10. 

 

Reactivos Concentración 

Inicial 

Volumen 

(µl)/muestra Tb 

Volumen 

(µl)/muestra Ptb 

H2O  13, 3 14,3 

Buffer (5Prime 

Inc.; EEUU) 

10X 2,5 2,5 

Mezcla de dNTPs 

(Bioline®; Reino 

Unido) 

2,5 mM 2 2 

Primer´s 

(Invitrogen; 

EEUU) 

20 µM Tb1 1 C1 0,5 

 20 µM Tb2 1 C2 0,5 

Taq ADN 

polimerasa (5Prime 

Inc.; EEUU) 

5 U/µl 0,2 0,2 

ADN muestra  5 5 

Total  25 25 
Tabla III.10. Reactivos empleados en la fase de amplificación de la PCR para las secuencias de inserción 

IS900 de Map,  IS6110 de M. bovis e IS901 de Maa. 

 

La pre-mezcla se preparó en un cuarto destinado únicamente a este uso, el cual está 

provisto de una lámpara de luz ultravioleta que, se encendía siempre aproximadamente 20 

minutos antes de cada sesión de trabajo, con la finalidad de degradar cualquier ADN 

presente en las instalaciones, puntas, pipetas o en los mismos reactivos.  

 

El paso siguiente fue introducir 20 µl de esta pre-mezcla de amplificación en unos 

viales de 0,2 ml de paredes estériles y libres de ADNasas (VWR collection®). En otro 

habitáculo diferente se añadieron 5 µl de ADN de las muestras problemas a esta pre-

mezcla. Para asegurar que el proceso de amplificación de ADN fuera el correcto, se incluyó 

un control “positivo” ya conocido y otro “negativo”, sin ADN añadido (H2O Milli Q) para 

cada reacción de PCR. Por último los viales se colocaron simétricamente en el 

termociclador y eran sometidos a los ciclos antes señalados. 
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Finalmente, las muestras obtenidas se refrigeraron a 4°C para conservarlas hasta 

llevar a cabo el proceso de identificación del producto amplificado mediante electroforesis. 

 

3.5.4. Identificación del segmento amplificado. 

   

Este proceso se realizó en un cuarto y con material exclusivo para trabajar 

específicamente con “amplicones”. Los fragmentos de ADN amplificados tras la PCR se 

visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa (SeaKem®LE Agarose, Iberlabo, 

S.A., Madrid, España) al 3% en tampón TBE 0,5X. Los reactivos y el proceso de 

elaboración se describen en la siguiente tabla (Tabla III.11.). 

 

Preparación del gel de agarosa al 3% en tampón TBE 0,5X 

Reactivos: 

 Tampón TBE 10 X (1 litro): 

Tris básico (Merck®, Darmstadt, Alemania): 108 gr. 

Ácido bórico (H3BO3) (Calbiochem®; Merck, Alemania): 55 gr. 

EDTA 0,02 M pH 8 (Panreac, Barcelona, España): 7,44 gr. 

Diluir los 3 reactivos en 1000 ml. de agua destilada. 

 Tampón TBE 1 X (1 litro): 

100 ml. de solución tampón TBE 10 X 

900 ml. de agua destilada 

 Tampón TBE 0,5 X (1 litro):  

50 ml. de solución tampón TBE 10 X 

950 ml. de agua destilada 

 Agarosa (SeaKem®LE Agarose, Iberlabo, S.A., Madrid, España) 

Modo de preparación: 

-Disolver 3 gr. de agarosa en 100ml. de TBE 0,5 X 

-Calentar la mezcla en el horno de microondas hasta que se disuelva completamente. 

-Dejar atemperar, para después verter en una bandeja de electroforesis con una rendija para 

marcar los pocillos. 

-Dejar enfriar durante 1 hora. 

-Una vez el gel seco, se introdujo en una cubeta de electroforesis llena con TBE 1 X el 

cual cubría unos 5 mm. sobre la superficie del gel. 
Tabla III.11. Reactivos y protocolo de preparación  del gel de agarosa para la visualización de los fragmentos 

de ADN amplificados. 
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C+: Control positivo. 

C-: Control 
negativo. 

Muestra positiva: 2* 

Muestras negativas: 
1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11 y 12. 

MPM: Marcador de 
peso molecular. 

MPM 1 2* 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 C+ C- 

Una vez que el gel se encontraba en la cubeta de electroforesis, procedimos a 

colocar unas serie de “huellas circulares” sobre la superficie de papel parafinado 

(Parafilm®), donde se mezclaron mediante suaves pipeteos, 10 µl de la muestra problema 

obtenida tras la amplificación y 5µl de azul de bromofenol  con ARNasas (Ecogen®, 

Madrid, España) en agua destilada libre de ADNasas y estéril, como tampón de carga. 

Finalmente se cargó el gel con los 15µl en su pocillo correspondiente. Este proceso fue el 

mismo para cada muestra, incluidos el control positivo y negativo.  

 

 

Figura III.5. Revelado de la PCR en gel de agarosa. 

 

A continuación el gel fue sometido a una corriente eléctrica de 90 V al conectar la 

cubeta de electroforesis durante aproximadamente 90 minutos hasta que la banda azul de 

las muestras llegaba a pocos centímetros antes del borde del gel. Seguidamente el gel se 

tiñó en un baño en agitación con una solución de 0,5 µg/ml de azul de bromofenol 

(Merck®, Darmstadt, Alemania) durante 30 minutos. Finalmente, se realizó la lectura en 

una cámara con luz ultravioleta a 240 nm conectada a un sistema informático de 

tratamiento de imágenes (BioCapt MW1). 

 

La interpretación de los resultados se llevó a cabo tras comprobar que en las 

muestras positivas aparecía una banda fluorescente de 123, 217 y 257 pb, correspondientes 

al fragmento amplificado de la secuencia de inserción IS6110, IS900 y IS901 

respectivamente. 
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III.4. MATERIAL ÓPTICO Y FOTOGRÁFICO. 

 

 Para el estudio de las secciones histológicas se empleó un microscopio Leitz 

Diaplan con cabezal múltiple de discusión y con óptica PL Fluotar, alternando entre los 

distintos objetivos de 4X. 10X, 25X, 40X y 63X según el caso. Las microfotografías se 

realizaron en un microscopio Olympus Provis Ax70 (Tokio, Japón) con una cámara digital 

Nikon Digital Camera DMX 1200. 

 

 Para la realización de las fotografías macroscópicas se empleó una cámara digital 

Fujifilm FinePix Z33WP.  

 

 

III.5. MATERIAL INFORMÁTICO Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

 Los programas informáticos empleados para la realización de este estudio fueron el 

Word, como procesador de textos, el Excel como hoja de cálculos y para obtención de 

gráficos, ambos del paquete Microsoft Office 2010
TM

. Además, el análisis de datos 

obtenidos mediante PCR se realizó a través de los programas MJ Opticon Monitor 3
TM 

Analysis Software (Biorad, CA, EEUU) y Qbaseplus (Biogazelle©, Ghent, BE). Por 

último, se empleó el programa informático Win Episcope Ver. 2.0 para la obtención del 

grado de concordancias entre pruebas diagnósticas y la prueba estadística de chi-cuadrado 

para la comparación de proporciones, con un nivel de confianza del 95% en ambos casos. 

 

 Para la valoración de la concordancia entre pruebas se utilizó la variable estadística 

kappa, cuyos valores pueden oscilar entre -1 y +1, donde +1 indica concordancia total, -1 

equivale a la discordancia total, mientras que 0 indica que la concordancia observada es 

debida exclusivamente al azar. Por convención, los valores comprendidos entre 0 y 0,2 

indican una concordancia débil; aquellos entre 0,2 y 0,4 se interpretan como concordancia 

escasa; entre 0,4 y 0,6 concordancia moderada; entre 0,6 y 0,8 concordancia significativa y 

finalmente valores de kappa entre 0,8 y 1 sugieren una concordancia casi perfecta (Smith, 

1995).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV.RESULTADOS  
 “Aprender es como remar contra corriente: en cuanto se deja, se retrocede” 

Edward Benjamin Britten (1913-1976). 
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IV.1. VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNE PERIFÉRICA FRENTE A 

TUBERCULOSIS Y PARATUBERCULOSIS. 

 

En la Tabla IV.26 (pág. 105). se relacionan los animales estudiados así como los resultados 

de las pruebas diagnósticas realizadas. 

 

1.1. Pruebas de inmunidad celular. 

 

1.1.1. Intradermorreacción simple bovina. 

 

Como ya se ha mencionado en el capítulo de Materiales y Métodos, la prueba de 

intradermorreacción (IDR) simple con PPD bovina se realizó en un total de 289 animales, 

de los cuales 26 (8.99%) se consideraron como positivos según los criterios expuestos en el 

capítulo II-4.4.1.1, al producirse un incremento de grosor superior a 4 mm del pliegue ano-

caudal donde se inoculó la PPD bovina, mientras que 263 animales (91,01%) se 

consideraron negativos al no producirse ningún incremento (Fig. IV.1). 

 

 

 

                   
                      Gráfico IV.1. Resultados en la prueba de IDR bovina sobre 289 animales. 

 

Dichos positivos se distribuían en los grupos A, B, D, E, H, I, J, K, M, N, O, Q, S y 

T con 18,18%, 9,09%, 12,5%, 8,33%, 9,09%, 5,26%, 14,28%, 28,57%, 6,66%, 9,52%, 

16,66%, 6,45%, 11,62% y 14,28% de reaccionantes positivos respectivamente, siendo el 

porcentaje global de positividad de estos 14 grupos de 12,17% (Tabla IV.1.). 

 

Cuando se llevó a cabo la prueba de chi-cuadrado de comparación de proporciones, 

no se observaron diferencias significativas en el nivel de prevalencia entre grupos (p= 

0,99). 

 

26 

263 

Resultados de la IDR bovina 

Positivos (8,99%)

Negativos (91,01%)
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Grupo (Municipio) N° Animales N°+ +% 

A 11 2 18,18 

B 11 1 9,09 

D 24 3 12,5 

E 12 1 8,33 

H 11 1 9,09 

I 19 1 5,23 

J 14 2 14,28 

K 7 2 28,57 

M 15 1 6,66 

N 21 2 9,52 

O 6 1 16,66 

Q 31 2 6,45 

S 43 5 11,62 

T 7 1 14,28 

TOTAL 232 25 10,77 

Tabla IV.1. Resultado de los grupos a la prueba de intradermorreacción. N° Animales: Total de animales de 

cada grupo. N°+: Numero de reaccionantes positivos a la PPD bovina; %+: Porcentaje de reaccionantes 

positivos a la PPD bovina. 

 

1.2. Prueba de inmunidad humoral. 

 

1.2.1. Test de ELISA. 

 

Tuberculosis: 

 

La prueba ELISA, se realizó en un total de 320 animales (Gráfico IV.1.), 16 de ellos 

(5%) se consideraron positivos intenso (++) al presentar un índice superior a 1000, 42 

animales (13,12%) resultaron positivos moderados (+) con un índice entre 801 y 1000, 

mientras que 149 animales (46,56%) resultaron dudosos ya que el índice serológico osciló 

entre 501 y 800. Por último, 113 animales (35,31%), se consideraron negativos ya que el 

índice serológico fue inferior a 500 (Tabla IV.2.).  

 

Paratuberculosis: 

 

La prueba ELISA para paratuberculosis se realizó en 320 animales (Gráfico IV.1.), 

20 de ellos (6,25%) se consideraron positivos intenso (++) al presentar un índice superior a 

1000, 11 animales (3,43%) resultaron positivos moderado (+) con un índice entre 901 y 

1000, mientras que 71 (22,18%) fueron dudosos, con un índice serológico entre 601 y 900.  
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Por último, 218 animales (63,55%) resultaron negativos ya que el índice serológico 

fue inferior a 600 (Tabla IV.2.). 

 

 

GRUPO 

M. bovis Map 

(++) (+) (+/-) (++) (+) (+/-) 

A 0 2 (18,18%) 5 (45,45% 0 1(9,09%) 2(18,18%) 

B 0 1(8,33%) 4(33,33%) 1(8,33%) 1(8,33%) 2(16,66%) 

C 1(12,5%) 0 4(50%9 0 2(25%) 1(12,5%) 

D 2(6,90%) 1(3,45%) 18(62,05%) 1(3,44%) 1(3,44%) 7(24,13%) 

E 0 1(10%) 6(60%) 1(10%) 1(10%) 0 

F 0 1(10%) 5(50%) 1(10%) 0 1(10%) 

G 0 3(30%) 4(40%) 0 1(10%) 2(20%) 

H 1(9,09%) 2(18,18%) 7(63,63%) 1(9,09%) 0 0 

I 0 3(14,28%) 8(38,09%) 1(4,76%) 0 5(23,80%) 

J 3(18,75%) 2(12,5%) 6(37,5%) 0 0 4(25%) 

K 0 2(20%) 4(40%) 1(10%) 1(10%) 4(40%) 

L 0 2(25%) 3(37,5%) 0 1(12,5%) 2(25%) 

M 0 5(33,33%) 7(46,66%) 2(13,33%) 2(13,33%) 4(26,66%) 

N 4(16%) 3(12%) 4(16%) 1(4%) 0 8(32%) 

O 0 2(22,22%) 2(22,22%) 1(11,11%) 1(11,11%) 3(33,33%) 

P 1(5,88%) 2(11,76%) 11(64,70%) 1(5,88%) 2(11,76%) 4(23,52%) 

Q 0 5(15,62%) 14(43,75%) 1(3,12%) 2(6,25%) 5(15,62%) 

R 3(25%) 0 9(75%) 0 1(8,33%) 4(33,33%) 

S 1(2,12%) 3(6,38%) 23(48,93%) 2(4,25%) 0 9(19,14%) 

T 0 2(28,57%) 5(71,43%) 0 0 3(42,85%) 

TOTAL 16(5%) 42(13,12%) 149(46,56%) 15(4,68%) 17(5,31%) 75(23,43%) 
Tabla IV.2. Resultado del test ELISA frente a M. bovis y a Map. 
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                               Gráfico IV.2. Resultados del test ELISA  sobre 320 animales. 

 

Los grupos que presentaron un porcentaje de positividad mayor del 25% fueron 8: G 

(30%), H (27,27%), J (31,25%), L (25%), M (33,33%), N (28%), R (25%) y T (28,57%). El 

porcentaje global de positividad de los 14 grupos fue del 28,84%.            

 

Los reaccionantes positivos se distribuían en su mayoría en los grupos B (25%), C 

(25%), E (20%), K (20%), M (26,67%) y O (22,22%). El porcentaje en el conjunto de los 

grupos ascendía a 23,14%.     

 

De acuerdo a la edad los animales, éstos se dividieron en dos grupos, como ya se 

mencionó en el capítulo de Materiales y Métodos: animales menores de 2 años y animales 

mayores de 2 años. La prueba ELISA, se realizó en 47 animales menores de dos años, 

obteniéndose los resultados que se exponen en la tabla IV.3. Cuando se analizaron los datos 

mediante la prueba de chi-cuadrado, no se encontró una asociación entre el nivel de 

positividad y la edad de los animales para ninguna de las técnicas. 

 

GRUPO N° Animales + TB +PTB 

≤2 años 47 11(23,40%) 6(12,76%) 

≥2 años 273 47(17,21%) 25(9,15%) 

TOTAL 320 58(18,12%) 31(9,68%) 

Tabla. IV.3. Resultado del test ELISA frente a M. bovis y Map por edad. N° Animales: Número total de 

animales. +TB: Número de animales positivos al test ELISA frente a M. bovis. +PTB: Número de animales 

positivos al test  ELISA frente a Map. 
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Tuberculosis. 

 

De los 47 animales menores de 2 años, 5 de ellos (10,63%) se consideraron 

positivos intensos (++) al presentar un índice superior a 1000, 6 animales (12,76%) se 

consideraron positivos moderados (+) al presentar un índice mayor a 800 y menor de 1000, 

mientras que 20 animales (45,55%) resultaron dudosos ya que el índice serológico osciló 

entre 501 y 800. Por último, 16 animales (34,01%), se consideraron negativos ya que el 

índice serológico fue inferior a 500. En los mayores de dos años la prueba de ELISA se 

realizó en 273 animales, de los cuales, 46 (16,84%) se consideraron positivos al presentar 

un índice superior a 801, mientras que 127 animales (46,52%) resultaron dudosos ya que el 

índice serológico osciló entre 501 y 800. Por último, 100 (36,63%), se consideraron 

negativos ya que el índice serológico fue inferior a 500.  

 

Paratuberculosis. 

 

Del total de individuos menores de 2 años, 6 animales (12,76%) resultaron positivos 

intensos (++) al presentar un índice superior a 1000, mientras que 8 (17,02%) animales 

fueron dudosos, con un índice entre 601 y 900. Por último, 33 animales (70,12%) 

resultaron negativos ya que el índice serológico fue inferior a 600. En mayores de dos años 

la prueba se realizó en 273 animales, de los cuales 26 animales (9,52%) resultaron positivos 

al presentar un índice superior a 900, mientras 64 animales (23,44%) se consideraron 

dudosos con un índice entre 601 y 900. Por último, 183 (67,03%) resultaron negativos ya 

que el índice serológico fue inferior a 600. 

 

 De los 17 animales menores de 2 años positivos a ELISA frente a M. bovis y Map, 3 

lo fueron a ambas pruebas. 

 

 

IV.2. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS post mortem. 

 

2.1. Observaciones macroscópicas. 

 

 Se apreciaron lesiones compatibles con la infección tuberculosa en 2 (D12 e I6) de 

los 343 animales estudiados.  

  

En el animal I6 la lesión pudo observarse solo en ganglios linfáticos mesentéricos y 

en el animal D12 en ganglios linfáticos del pulmón (mediastínicos). En los dos casos, el 

aspecto externo del ganglio no se vería alterado sin apreciarse tumefacción evidente. A la 

sección, se observó un número reducido de nodulillos, del tamaño de la cabeza de un 

alfiler, con un color blanquecino y con calcificación, que se distribuían fundamentalmente 

por la zona de la cortical del ganglio. 
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2.2. Lesiones paratuberculosas. 

  

No se observaron alteraciones macroscópicas evidentes. 

 

2.2.1. Características microscópicas. 

 

El examen histológico se llevó a cabo en 62 animales, lo que supone el 18,07% del 

total de los animales estudiados. (Tabla IV.4.). Las presencia de lesiones granulomatosas 

asociadas a infecciones por micobacterias se valoró en: pulmón, ganglios linfáticos de la 

cabeza (retrofaríngeos, GLC), ganglios linfáticos del pulmón (mediastínicos, GLP) hígado 

y ganglios linfáticos mesentéricos (GLM). 

 

En un total de 35 animales (56,45%) se encontraron lesiones granulomatosas, que 

fueron clasificadas en varios tipos, tomando como referencia los criterios propuestos por 

González et al. (2005) para la paratuberculosis bovina o la propuesta por García Castro 

(2007) para la tuberculosis bovina, que consideran la extensión de la lesión y los tipos 

celulares presentes.  

 

Siguiendo estos criterios tan solo se observaron lesiones compatibles con las 

descritas en paratuberculosis y localizadas en nódulos linfáticos, que fueron divididas en 3 

grupos principales:  

 

1A) Está lesión estaba caracterizada por la presencia, en la zona interfolicular de los 

ganglios linfáticos mesentéricos e ileocecales, de pequeños granulomas compuestos por 

entre 10 y 50 células de morfología macrofágica, con abundante citoplasma claro y 

presencia de un pigmento marrón-negruzco (ceroide) en menor o mayor medida en el 

mismo. Entre los macrófagos podían observarse algunos linfocitos (Fig.IV.1.). 

 

1B) Se caracterizaba por presentar entre 5 ó 20 granulomas de diferente tamaño, formados 

por un número mayor de células que en 1A, llegando a confluir en algunos casos y 

ocupando una amplia superficie de la zona interfolicular del nódulo linfático, pero con una 

distribución multifocal (Fig.IV.1.). 

 

1C) Se observaba la presencia de granulomas similares a los descritos en 1A-1B de mayor 

tamaño y distribuidos por toda la cortical, llegando llenar todo el espacio interfolicular en 

algunos casos, presentando una distribución difusa. 
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A B 

A B 

Figura IV.1. Lesiones microscópicas. A: Tipo 1A. Se observa un granuloma bien delimitado, formado por 

abundantes macrófagos cargados de pigmento ceroide. B: Tipo 1B. La lesión granulomatosa muestra una 

mayor extensión, ocupando gran parte de la región paracortical. 

 

En un total de 5 animales con lesiones se realizó la tinción de Ziehl-Neelsen: dos de 

ellos no tenían lesiones; en dos las lesiones ganglionares fueron del tipo 1C y en uno de 

tipo 1B, que fueron negativas a la presencia de BAAR en todos los casos. 

 

                          

Figura IV.2. Lesión de tipo 1B (A), negativa a la presencia de BAAR mediante la técnica de Ziehl-Neelsen 

(B). 

 

Además de las descritas, también se observaron piogranulomas en los ganglios 

linfáticos mesentérico y mediastínico, caracterizados principalmente por la presencia de 

neutrófilos y macrófagos, rodeados por una cápsula de tejido conjuntivo, que se 

correspondían con las lesiones observadas macroscópicamente en 2 animales (D12 e I16).  
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GRUPO (Municipio) N° animales/con 

lesiones 

%  

A 3/2 66,66% 

B 3/1 50% 

C 4/3 75% 

D 12/6 50% 

E 1/0 0% 

F 1/0 0% 

G 1/0 0% 

H 1/0 0% 

I 6/3 50% 

J 1/1 100% 

K 1/0 0% 

L 1/1 100% 

M 5/2 40% 

N 9/6 66,66% 

O 2/2 100% 

P 0/0 0% 

Q 5/4 80% 

R 1/0 0% 

S 5/4 80% 

T 0/0 0% 
Tabla. IV.4. Distribución del número de animales con lesiones según el grupo  (municipio). 

 

 En un total de 36 (58,06%) animales se encontraron lesiones. En 10 bovinos 

(27,77%) aparecieron lesiones en los GLC. En 4 animales (11,11%) en los GLP, en 2 

animales (5,55%) pudieron observarse lesiones en GLC y GLP, en 2 animales (5,55%) en 

pulmón y GLP. En 12 animales (33,33%) las lesiones se observaron en los GLM. En 2 

animales (5,55%) la lesión se observó en GLC y GLM, en un animal (2,77%) en GLP y 

GLM, y por último en 3 animales (8,33%) pudieron observarse lesiones en hígado y 

ganglios linfáticos mesentéricos. (Tabla IV.5.).      

 

 

Identif. Pulmón GLC GLP Hígado GLM 

A4 - - - - - 

A5 - - - - +1A 

A10 - +1A - - +1A 

B2 - - - - - 

B5 - - - - +1A 

B7 - - - - - 

C2 - - - - +1B 

C3 - - - - - 

C4 - +1A - - - 

C8 - - - - +1A 
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D1 - - - - +1A 

D5 - - +1B-1C - - 

D6 - - - - - 

D7 - - - - - 

D9 - - - - - 

D10 - - - +1A +1A 

D11 - - - - - 

D12 - - - - - 

D13 +1B-1C - +1B-1C - - 

D15 - - - - - 

D20 - - - - - 

D21 - +1A - - - 

E3 - - - - - 

F4 - - - - - 

G3 - - - - - 

H10 - - - - - 

I3 - +1B +1B - - 

I6 - - - +1A +1A 

I7 - - - - - 

I8 - - - - - 

I9 - - - - - 

I12 - +1B - - - 

J4 - +1A +1B - - 

K5 - - - - - 

L2 - - +1A - +1A 

M1 - +1B - - - 

M2 - - - - +1B 

M3 - - - +1C +1C 

M8 - - - - - 

M9 - - - - - 

N3 - - - - - 

N5 - +1A - - - 

N8 - - - - - 

N12 - - - - +1A 

N15 - +1A - - - 

N18 - - - - - 

N20 - - - - +1C 

N22 - +1A-1B - - - 

N24 - - - - +1C 

O4 - - - - +1A 

O6 - +1C - - - 

Q2 - - +1B - - 

Q4 - - - - +1C 

Q5 - +1B - - - 

Q11 - +1C - - - 

Q14 - - - - - 
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R7 - - - - - 

S14 - - +1B - - 

S16 - - - - - 

S18 +1A - +1A - - 

S39 - - - - +1C 

S46 - - +1B - - 
Tabla IV.5. Identificación de los animales en los que se valoraron las lesiones histológicas. -: sin lesión; +: 

con lesión. GLC: ganglios linfáticos de la cabeza; GLP: ganglios linfáticos del pulmón; GLM: ganglios 

linfáticos mesentéricos. 

 

 

Localización Anatómica 1A 1B 1C Total con lesión/examinados% 

Ganglios linfáticos de la 

cabeza 

7 5 2 14/37 (37,83%) 

Ganglios linfáticos del 

pulmón 

2 7 2 11/28 (39,28%) 

Ganglios linfáticos 

mesentéricos 

10 2 5 17/35 (48,57%) 

Pulmón 1 1 1 3/26 (11,53%) 

Hígado 

Total 

0 

20 

0 

15 

1 

11 

1/33 (3,03%) 

46/159 (28,93%) 

Tabla.IV.6. Número de lesiones según la distribución anatómica y su tipo. 

 

 

 IV.3. RESULTADOS EN LA PRUEBA DE DETECCIÓN DE MICOBACTERIAS 

MEDIANTE LA PCR. 

 

La técnica PCR se realizó en un “pool” que contenía muestras de ganglio linfático 

retrofaríngeo, ganglio linfático mediastínico, pulmón, hígado y ganglio linfático 

mesentérico, frente a M. bovis y Map. Utilizando el kit comercial Speedtools Tissue DNA  

se realizó el PCR frente a Maa en muestras individuales de animales seleccionados con 

lesiones histopatológicas (tipo 1A, 1B y 1C) a partir de tejido incluido en parafina. 

 

De los 275 animales examinados, 20 resultaron positivos (7,28%) para tuberculosis 

(M. bovis), mientras que 11 animales resultaron positivos (4%) a paratuberculosis (Map), al 

aparecer la banda característica en el gel de agarosa en dichas enfermedades (Tabla IV.7.). 
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C+: Control positivo. 

C-: Control 
negativo. 

Muestra positiva: 2* 

Muestras negativas: 
1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11 y 12. 

MPM: Marcador de 
peso molecular. 

MPM 1 2* 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 C+ C- 

     

                                                          

 

 

Figura IV.3.  Revelado de la PCR en gel de agarosa con muestras positivas a la secuencia de inserción 

IS6110 de M. bovis. 

 

 

GRUPO 

(Municipio) 

N° Animales M. bovis + Map + 

A 13 0 1(7,69%) 

B 11 0 0 

C 6 0 0 

D 12 1 (8,33%) 1(8,33%) 

E 12 3(25%) 1(8,33%) 

F 8 0 0 

G 14 0 0 

H 12 1(8,33%) 1(8,33%) 

I 16 2(12,5%) 1(6,25%) 

J 16 3(18,75%) 1(6,25%) 

K 11 1(9,09%) 1(9,09%) 

L 8 0 0 

M 14 2(14,28%) 0 

N 22 2(9,09%) 0 

O 9 2(22,22%) 1(11,11%) 

P 17 0 0 

Q 27 1(3,70%) 1(3,70%) 

R 13 1(7,69%) 0 

S 27 1(3,70%) 1(3,70%) 

T 7 0 1(14,28%) 

TOTAL 275 20(7,27%) 11(4%) 
Tabla IV.7. Resultados de la PCR frente a M. bovis  y Map realizada sobre 275 animales. 
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Los reaccionantes positivos a tuberculosis se distribuían en 12 grupos (municipio): 

D (8,33%), E (25%), H (8,33%), I (12,5%), J (18,75%), K (9,09%), M (14,28%), N 

(9,09%), O (22,22%), Q (3,70%), R (7,69%) y S (3,70%). El porcentaje de positividad 

global fue del 11,89%. Frente a paratuberculosis los reaccionantes positivos se distribuían 

en 11 grupos: A (7,69%), D (8,33%), E (8,33%), H (8,33%), I (6,25%), J (6,25%), K 

(9,09%), O (11,11%), Q (3,70%), S (3,70%) y T (14,28%). El porcentaje de positividad 

global fue del 7,91%. 

 

De acuerdo a la edad los animales se dividieron en dos grupos, como ya se 

mencionó en el capítulo de materiales y métodos: animales menores de 2 años y animales 

mayores de 2 años. La técnica de la PCR, se realizó en 47 animales menores de dos años y 

en 228 animales mayores de dos años.  

 

La PCR frente a M. bovis en animales menores de dos fue positiva en 3 de ellos 

(6,38%) y, en los mayores de dos años, 17 (7,45%) animales fueron positivos. La PCR 

frente a Map en animales menores de dos años, sólo fue positiva en uno (2,12%) y en 

animales mayores de dos años,  10 (4,38%) animales fueron positivos (Gráfico IV.3.). Estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. 

 

         
                    Gráfico.IV.3.  Porcentaje de acuerdo a la edad en la PCR frente a M. bovis y Map. 

  

La PCR frente a Maa se realizó en 14 animales con lesiones a partir de muestras de 

ganglios linfáticos mesentéricos (n=6), retrofaríngeos (n=6) y mediastínicos (n=3). De los 

14 animales examinados, 13 (93,33%) resultaron positivos a Maa al aparecer la banda 

característica en el gel de agarosa (Tabla IV.8.). De ellos, dos (S18, D12) también lo fueron 

a M. bovis, mientras que todos fueron negativos a Map.  
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Identif. Animal/ 

Localización 

M. bovis Map Maa 

M1 (GLC) NEG. NEG. POS. 

I3 (GLC) NEG. NEG. NEG. 

S18 (GLP) POS NEG. POS. 

D5 (GLP) NEG. NEG. POS. 

M3 (GLM) NEG. NEG. POS. 

D11 (GLP) NEG. NEG. POS. 

D12 (GLP) NEG. NEG. POS. 

D12 (GLC) POS. NEG. POS. 

D13 (GLP) NEG. NEG. POS. 

C2 (GLM) NEG. NEG. POS. 

N12 (GLP) NEG. NEG. POS. 

C4 (GLC) NEG. NEG. POS. 

S39 (GLM) NEG. NEG. POS. 

N20 (GLM) NEG. NEG. POS. 

O6 (GLC) NEG. NEG. POS. 

C8 (GLM) NEG. NEG. POS. 
Tabla.IV.8. Resultados de la PCR realizada sobre 14 animales en los que se analizaron las tres micobacterias 

(M. bovis, Map: M. avium subsp paratuberculosis; Maa: M. avium subsp avium).  

 

 

 

Figura.IV.4. Revelado de la PCR en gel de agarosa. Muestras positivas a la secuencia de inserción IS901 de 

Maa C+: control positivo. M: muestra positiva. M*: muestra negativa. PM: peso molecular. 

 

 

 

  C+      C+       M       M      M     M     M     M      M      M      M      M     M*     M     M      M     M    PM 
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IV. 4. COMPARACIÓN ENTRE TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS. 

 

4.1. Comparación entre el diagnóstico histopatológico y el diagnóstico inmunológico. 

 

4.1.1. Comparación entre el diagnóstico histopatológico y la IDR. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 58 animales de los cuales 7 (12,06%) 

resultaron positivos a la prueba de IDR. De ellos, 2 presentaron lesiones en los ganglios 

linfáticos de la cabeza y el resto no presentó lesiones microscópicas (Tabla IV.9.). 

 

De los 51 animales con resultado negativo a la prueba de IDR, en 21 no se 

observaron lesiones, mientras que en los 30 restantes con lesiones, 10 animales presentaban 

lesiones sólo en los ganglios linfáticos de la cabeza, 12 animales en ganglios linfáticos 

mesentéricos y en 4 animales en ganglios linfáticos mediastínicos. Por último, en 3 

animales en hígado y ganglios linfáticos mesentéricos, en dos animales en pulmón y 

ganglios linfáticos mediastínicos, en dos animales en ganglios linfáticos de la cabeza y 

mediastínicos, en un animal en ganglios linfáticos de la cabeza y ganglios linfáticos 

mediastínicos y en un animal en ganglios linfáticos mediastínicos y mesentéricos. 

 

 

                              HISTOPALOGÍA                      TOTAL 

                        Positivos             Negativos 

IDR +                  2                                5                          7                

IDR -                  30                              21                        51                  

TOTAL             32                              26                         58                  

Tabla. IV.9. Relación del número de animales con lesiones y la respuesta a la intradermorreacción (IDR) con 

PPD bovina. 

 

El índice kappa fue 0,119, lo que indica una concordancia débil entre las dos 

técnicas diagnósticas. 

 

4.1.2. Comparación entre el diagnóstico histopatológico y el ELISA. 

 

Tuberculosis. 

 

Ambas pruebas se realizaron en 62 animales, de los cuales 17 (27,41%) fueron 

positivos a la prueba ELISA, 6 animales no presentaron lesiones, en 5 animales pudimos 

observar lesiones en los ganglios linfáticos de la cabeza, en 4 animales en ganglios 

linfáticos mesentéricos, en uno en ganglios linfáticos mediastínicos y por último, sólo en un 

animal pudimos observar lesiones en los ganglios linfáticos de la cabeza y mesentéricos. De 

los 25 (40,32%) animales dudosos (índice se entre 601 y 800), en 11 animales no se 
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encontraron lesiones, mientras que en 3 animales se observaron lesiones en ganglios 

linfáticos de la cabeza, en 3 animales en ganglios linfáticos mesentéricos y en dos animales 

en ganglios linfáticos mediastínicos. Además, pudimos observar lesiones múltiples en un 

mismo animal, en dos se observaron lesiones en ganglios linfáticos de la cabeza y ganglios 

linfáticos mediastínicos, en dos animales en  pulmón y ganglios linfáticos mediastínicos y 

en 2 animales en hígado y ganglios linfáticos mesentéricos (Tabla IV.10.). 

 

                         HISTOPATOLOGÍA                      

                              +                     - 

TOTAL 

ELISA +                              11                     6                                              17 

ELISA +/-                                                             14                    11                        25 

ELISA -                              10                    10                    20 

TOTAL                              35                    27                    62 

Tabla. IV.10. Relación entre los resultados del test ELISA frente a M. bovis.  

 

Tomando los animales con resultado dudoso en el grupo de los negativos, el ELISA 

presentó un índice kappa de 0,037, lo que indica una concordancia débil entre las dos 

técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso en el ELISA se 

consideraron positivos, el índice kappa fue 0,046, siendo igualmente una concordancia 

débil. 

   

Paratuberculosis. 

 

De los 11 (17,74%) animales positivos a la prueba ELISA, 6 animales presentaron 

lesiones, 3 de ellos en los ganglios linfáticos de la cabeza y 3 animales en los ganglios 

linfáticos mesentéricos. En 16 animales el índice se situó entre 6001 y 900, y por lo tanto se 

consideraron dudosos; de estos, en 4 no se encontraron lesiones, mientras que en 4 animales 

se observaron lesiones en los ganglios linfáticos mesentéricos, en 3 animales lesiones en 

ganglios linfáticos de la cabeza, en 2 animales en ganglios linfáticos mediastínicos, en 2 

animales la lesión se observó en hígado y ganglios linfáticos mesentéricos, en un animal en 

ganglios linfáticos mediastínicos y mesentéricos (Tabla IV.11.). 

  

                    HISTOPATOLOGÍA                      

                           +                         - 

TOTAL 

ELISA +                            6                         5                   11 

ELISA +/-                           12                        4                      16                       

ELISA  -                           17                      18                   35 

TOTAL                           35                      27                   62 

Tabla IV.11. Relación entre los resultados del test ELISA frente a Map.  
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Tomando los animales con resultado dudoso en el grupo de los negativos, el ELISA 

presentó un índice kappa de -0,005, lo que indica una falta de concordancia entre las dos 

técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso en el ELISA se 

consideraron positivos, el índice kappa fue 0,080, lo que supone una concordancia débil. 

 

4.1.3. Comparación entre el diagnóstico histopatológico y la PCR. 

 

PCR frente a M. bovis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 39 animales, de los que 9 (23,07%) resultaron 

positivos a la PCR. De estos, 3 animales presentaron lesiones en los ganglios linfáticos de 

la cabeza, un animal presentó lesiones en los ganglios linfáticos del pulmón y en un animal 

la lesión pudo observarse en el hígado y ganglios linfáticos mesentéricos, mientras que los 

4 restantes no presentaron lesiones. Entre los 30 animales negativos a la técnica PCR, 14 no 

presentaron lesiones histológicas. En los 16 animales restantes con lesiones, en 8 animales 

se encontraron afectados los ganglios linfáticos mesentéricos, en 5 animales los ganglios 

linfáticos de la cabeza, en un animal en ganglios linfáticos de la cabeza y mediastínicos, en 

un animal en ganglios linfáticos de la cabeza y mesentéricos y en un animal en ganglios 

linfáticos mediastínicos y mesentéricos (Tabla IV.12.). El índice de kappa fue 0,009, lo que 

indica una concordancia débil.  

 

 

                      HISTOPATOLOGÍA                      

                           +                          - 

TOTAL 

PCR +                            5                           4                    9              

PCR -                            16                        14                    30 

TOTAL                            21                        18                    39 

Tabla. IV.12. Relación entre los resultados de la PCR frente a M. bovis y presencia de lesiones, expresado 

como número de animales. 

 

 

PCR frente a Map. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 39 animales, de ellos  dos (5,12%) resultaron 

positivos a la PCR, y sólo un animal presentó lesiones, en ganglios linfáticos de la cabeza. 

De los 37 animales negativos a la técnica PCR 17 no presentaron lesiones histológicas. De 

los 20 animales con lesiones, en 9 animales se observaron lesiones en ganglios linfáticos 

mesentéricos, en 7 animales en ganglios linfáticos de la cabeza, en un animal en ganglios 

linfáticos del pulmón, en un animal en ganglios linfáticos de la cabeza y del pulmón, en un 

animal en ganglios linfáticos de la cabeza y mesentéricos y en un animal en ganglios 
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linfáticos del pulmón y mesentéricos. (Tabla IV.13.). El índice kappa fue de -0,006, lo que 

supone una falta de concordancia entre las dos técnicas diagnósticas. 

 

                HISTOPATOLOGÍA                      

                  +                       - 

              TOTAL 

PCR + 1                       1                     2 

 PCR - 20                     17                     37 

TOTAL 21                     18                     39 

Tabla. IV.13. Relación entre los resultados de la PCR frente a Map.  

 

 

PCR frente a Maa. 

 

Esta técnica se llevó a cabo en 14 animales seleccionados con lesiones 

histopatológicas, de ellos 13 (93,33%) resultaron positivos a la PCR, 4 (30,76%) animales 

presentaron lesiones en ganglios linfáticos de la cabeza, 3 (23,07%) animales en ganglios 

linfáticos del pulmón y 6 (46,15%) animales en ganglios linfáticos mesentéricos. El animal 

que resulto negativo a la técnica PCR presento lesiones histológicas en ganglios linfáticos 

de la cabeza y del pulmón (Tabla.IV.14.).  

 

                      HISTOPATOLOGÍA                      

                           +                       - 

TOTAL 

PCR +                             13                     0                                           13 

 PCR -                              1                      0                     1 

TOTAL                             14                     0                     14 

Tabla. IV.14. Relación entre los resultados de la PCR frente a Maa.  

 

 

4.1.4. Relación entre la respuesta a la intradermorreacción (IDR) y el ELISA. 

 

Tuberculosis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 273 animales de los cuales 25 (9,15%) 

resultaron positivos a la IDR. De estos animales 8 (32%) fueron positivos a la prueba 

ELISA, 10 (40%) fueron dudosos y 7 animales (28%) negativos. De los 248 animales 

negativos a la IDR, 38 animales (15,32%) resultaron positivos a la prueba ELISA, 120 

animales (48,38%) fueron dudosos al presentar un índice entre 601 y 800 y, 90 animales 

(36,29%) resultaron negativos a ambas pruebas (Tabla IV.15.). 
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                                                       ELISA 

                 Positivos +     Dudosos +/-    Negativos -  (Dudosos/Negativos)            TOTAL 

IDR +           8                      10                   7                           17                                    25 

IDR -           38                     120                 90                         210                                  248 

TOTAL      46                      97                 130                        227                                   273 

Tabla. IV.15. Número de animales IDR positivos y negativos al test ELISA frente a M. bovis. 

 

Tomando a los animales tanto con resultado dudoso como negativos a la prueba 

ELISA, se observó un índice de kappa del 0,121, lo que indica una concordancia débil. 

Mientras que considerando conjuntamente a los animales con resultado dudoso y positivo el 

índice kappa fue 0,022, con una concordancia igualmente débil. 

 

Paratuberculosis. 

 

La prueba se realizó en 273 animales de los cuales 25 (9,15%) resultaron positivos a 

la IDR. De estos mismos animales, 10 (40%) animales fueron positivos a la prueba ELISA, 

7 (28%) resultaron dudosos y 8 (32%) animales fueron negativos a dicha prueba. El resto 

de los animales (n=248) fue negativo a la IDR, de los que 16 animales (6,45%) resultaron 

positivos a la prueba ELISA, 56 animales (22,58%) fueron dudosos al presentar un índice 

entre 601 y 800 y, 176 animales (70,96%) resultaron negativos a ambas pruebas (Tabla 

IV.16.). 

 

                                                                                    ELISA 

                 Positivos +   Dudosos +/-    Negativos -   (Dudosos/Negativos)           TOTAL 

IDR +           10                     7                    8                             15                                25 

IDR -            16                    56                  176                          323                            248 

TOTAL       26                     63                 184                          343                             273 

Tabla. IV.16. Número de animales IDR positivos y negativos al test ELISA frente a Map. 

 

Tomando a los animales tanto con resultado dudoso como negativos a la prueba 

ELISA, el índice de kappa fue del 0,330, lo que indica una concordancia escasa. 

Considerando a los animales con resultado dudoso y positivo el índice kappa fue 0,181, 

siendo una concordancia débil. 
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4.1.5. Relación entre la PCR y la IDR. 

 

Tuberculosis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 228 animales de los cuales 17 animales 

(7,45%) resultaron positivos a la PCR frente a M. bovis, 21 animales (5,70%) resultaron 

positivos a la IDR y, 8 animales resultaron positivos para ambas técnicas, mientras que en 

198 animales el resultado fue negativo para ambas técnicas (Tabla IV.17.). 

 

                                                 PCR 

                                Positivos              Negativos      TOTAL 

IDR +                             8                       13                    21                  

IDR -                              9                      198                  207                

TOTAL                        17                      211                 228                

Tabla IV.17. Número de animales PCR positivos y negativos frente a M. bovis y a la IDR simple bovina. 

  

Tomando la PCR como referencia, la IDR presentó un valor de sensibilidad y 

especificidad del 47,05% y del 93,83% respectivamente, siendo el índice kappa 0,369, lo 

que indica una concordancia escasa. 

 

Paratuberculosis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 228 animales de los cuales 11 animales 

(4,82%) resultaron positivos a la PCR frente a Map, 21 animales (5,70%) resultaron 

positivos a la IDR, 3 animales resultaron positivos para ambas técnicas, mientras que en 

199 animales el resultado fue negativo tanto para PCR como para IDR (Tabla IV.18.). 

 

                                          PCR 

                           Positivos              Negativos       TOTAL 

IDR +                     3                       18                      21                     

IDR -                      8                      199                     207                    

TOTAL                 11                     217                    228                       

Tabla IV.18. Número de animales PCR positivos y negativos frente a Map y a la IDR simple bovina. 

 

Tomando la PCR como referencia, la IDR presentó un valor de sensibilidad y 

especificidad del 27,27% y del 91,70% respectivamente, siendo el índice kappa 0,133, lo 

que indica una concordancia débil. 
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4.1.6. Relación entre la PCR y el ELISA 

 

4.1.6.1. Relación entre la PCR tb y el ELISA frente a M. bovis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 252 animales y, 18 (7,17%) resultaron 

positivos a la PCR. De ellos, 13 animales (72,22%) fueron positivos a la prueba ELISA, 2 

(11,11%) animales resultaron dudosos y 3 (16,67%) animales fueron negativos. De los 234 

animales PCR negativos, 41 (16,33%) resultaron positivos la prueba ELISA, 119 (50,85%) 

fueron dudosos al presentar un índice entre 601 y 800, mientras que 74 (29,48%) resultaron 

negativos a ambas pruebas (Tabla IV.19.). 

 

Tomando como referencia la PCR, e incluyendo los animales con resultado dudoso 

en el grupo de los negativos, la prueba ELISA presentó una sensibilidad del 24,07% y una 

especificidad del 97,47%. El índice kappa fue de 0,284, lo que indica una concordancia 

débil entre las dos técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso en el 

ELISA se consideraron positivos, la sensibilidad y especificidad fueron del 11,53% y del 

97,54% respectivamente, mientras que el índice kappa fue de 0,088, lo que supone una 

concordancia débil. 

 

                                               ELISA M. bovis 

                 Positivos +     Dudosos -   Negativos -     (Dudosos/Negativos)               TOTAL 

PCR +         13                      2                 3                              5                                         18 

PCR -          41                     74              119                          193                                     234 

TOTAL      54                      76             122                           198                                     252 

Tabla IV.19.  Número y porcentaje de animales PCR (frente a M. bovis)  positivos y negativos al test ELISA 

frente a M. bovis. 

 

4.1.6.2. Relación entre la PCR tb y el ELISA frente a Map. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 252 animales, 18 (7,17%) resultaron positivos 

a la PCR, de los cuales 8 animales (44,46%) fueron positivos a la prueba ELISA, 5 

(27,77%) animales resultaron dudosos y 5 (27,77%) animales fueron negativos. De los 234 

animales PCR negativos, 23 (9,82%) resultaron positivos a la prueba ELISA con un índice 

superior a 900, 55 (23,50%) fueron dudosos al presentar un índice entre 601 y 900, 

mientras que 156 (66,66%) resultaron negativos a ambas pruebas (Tabla IV.20.). 

 

El índice kappa fue de 0,260, lo que indica una concordancia escasa entre las dos 

técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso se consideraron como 

positivos el índice kappa fue 0,135 (concordancia débil). 
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                                                   ELISA 

                 Positivos + Dudosos +/ -   Negativos -   (Dudosos/Negativos)          TOTAL 

PCR +         8                    5                    5                             10                                  18 

PCR -         23                   55                156                           211                               234 

TOTAL     31                    60                161                           221                               252 

Tabla IV.20.  Número y porcentaje de animales PCR (frente a M. bovis)  positivos y negativos al test ELISA 

frente a Map. 

 

 

4.1.6.3. Relación entre la PCR ptb y el ELISA frente a M. bovis. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 252 animales, 8 (3,17%) resultaron positivos a 

la PCR, de los cuales 6 animales (75%) fueron positivos a la prueba ELISA, un (25%) 

animal resultó dudoso y un animal (25%) negativo. De los 244 animales PCR negativos, 48 

(19,67%) resultaron positivos a la prueba ELISA con un índice superior a 900, 120 

(49,18%) fueron dudosos al presentar un índice entre 601 y 900, mientras que 76 (31,14%) 

resultaron negativos a ambas pruebas (Tabla IV.21.). 

 

El índice kappa fue de 0,146, lo que indica una concordancia débil entre las dos 

técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso se consideraron como 

positivos, el índice kappa fue de 0,017, indicando una concordancia también débil. 

 

                                                  ELISA 

                 Positivos+   Dudosos +/ -  Negativos-   (Dudosos/Negativos)                  TOTAL 

PCR +         6                      1                    1                         2                                            8 

PCR -         48                    120                76                      196                                        234 

TOTAL      54                    121               77                       198                                        252 

Tabla IV.21.  Número y porcentaje de animales PCR (frente a Map)  positivos y negativos al test ELISA 

frente a M. bovis. 

 

 

4.1.6.4. Relación entre la PCR ptb y el ELISA frente a Map. 

 

Ambas técnicas se llevaron a cabo en 252 animales, 8 (3,17%) resultaron positivos a 

la PCR, de los cuales 4 animales (50%) fueron positivos a la prueba ELISA, 2 (25%) 

animales resultaron dudosos y 2 (25%) animales negativos. De los 244 animales PCR 

negativos, 26 (10,65%) resultaron positivos a la prueba ELISA con un índice superior a 

900, 59 (24,18%) fueron dudosos al presentar un índice entre 601 y 900, mientras que 159 

(65,16%) resultaron negativos a ambas pruebas (Tabla IV.22.). 
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Tomando como referencia la PCR, y considerando a los animales con resultado 

dudoso como negativos, la prueba ELISA presentó una sensibilidad del 13,33% y una 

especificidad del 98,19%, con un índice kappa de 0,169, lo que indica una concordancia 

débil entre las dos técnicas diagnósticas. Cuando los animales con resultado dudoso se 

consideraron como positivos, la sensibilidad y especificidad fueron del 6,59% y del 98,75% 

respectivamente, con un índice kappa de 0,067 (concordancia débil). 

 

                                                   ELISA 

                 Positivos +  Dudosos +/ -   Negativos -   (Dudosos/Negativos)                 TOTAL 

PCR +         4                      2                     2                             4                                         8 

PCR -         26                    59                  159                         218                                     244 

TOTAL     30                     61                  161                         222                                     252 

Tabla IV.22.  Número de animales PCR (frente a Map)  positivos y negativos al test ELISA frente a Map. 

 

4.1.7.- Relación entre el ELISA indirecto frente a paratuberculosis y tuberculosis.  

 

La técnica se llevó a cabo en 320 animales tanto frente a paratuberculosis como a 

tuberculosis; 58 animales (18,12%) resultaron positivos a tuberculosis, de los cuales 15 

(25,86%) fueron positivos a la prueba ELISA frente a tuberculosis y a paratuberculosis y 43 

animales (74,14%) fueron positivos solo a tuberculosis con un índice superior a 800. 

Mientras que 262 animales (81,87%) fueron negativos a tuberculosis, de los cuales 246 

(76,87%) resultaron negativos tanto a tuberculosis como a paratuberculosis. (Tabla IV.23.). 

 

Considerando a los animales con resultado dudoso como negativos, se obtuvo un 

índice kappa de 0,676, lo que indica una concordancia significativa entre tuberculosis y 

paratuberculosis. 

 

 ELISA PTB + ELISA PTB - TOTAL 

ELISA TB + 15 43 58 

ELISA TB - 16 246 262 

TOTAL 31 289 320 

Tabla IV.23. Número de animales positivos y negativos al test ELISA frente a M. bovis y Map. 

 

 

  



Resultados 

102 
 

IV.5. RESULTADO DE LAS DIFERENTES TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS.  

 

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de animales positivos a las diferentes 

técnicas diagnósticos según el grupo (municipio). No se observaron diferencias 

significativas.  

 

GRUPO %IDR %ELISA TB %ELISA 

PTB 

%PCR TB %PCR 

PTB 

A 18,18 18,18 18,18 0 7,69 

B 9,09 8,33 25 0 0 

C 0 12,5 25 0 0 

D 12,5 13,79 10,34 8,33 8,33 

E 8,33 20 20 25 8,33 

F 0 10 10 0 0 

G 0 40 10 0 0 

H 9,09 36,36 9,09 8,33 8,33 

I 5,23 23,80 19,04 12,5 6,25 

J 14,28 37,5 12,5 18,75 6,25 

K 28,57 30 30 9,09 9,09 

L 0 25 25 0 0 

M 6,66 40 33,33 14,28 0 

N 9,52 28 4 9,09 0 

O 16,66 22,22 44,44 22,22 11,11 

P 0 41,17 23,52 0 0 

Q 6,45 18,75 15,62 3,70 3,70 

R 0 33,33 25 7,69 0 

S 11,62 12,76 10,63 3,70 3,70 

T 14,28 71,42 28,57 0 14,28 
Tabla VI. 24. Porcentaje de animales positivos a las diferentes técnicas diagnósticas 
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Gráfico IV.4. Porcentaje de la positividad de los grupos de animales a los que se aplicaron las diferentes 

técnicas diagnósticas. 

 

 

5.1. Animales en los que se realizaron las diferentes técnicas diagnósticas, para 

tuberculosis y paratuberculosis. 

 

 En un total de 35 animales de diferentes grupos se llevaron a cabo las diferentes 

técnicas diagnósticas tanto para tuberculosis como para paratuberculosis. Dichos animales 

procedían de los 20 grupos (Tabla IV.25.). 
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PCR 

PTB 

N5 POS. POS. NEG. GLC DUD. NEG. 

N8 NEG. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

G3 POS. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

I6 NEG. POS. NEG. H/GLM NEG. NEG. 
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Q11 DUD. NEG. POS. S/L. POS. NEG. 

I12 NEG. NEG. NEG. GLC NEG. NEG. 

M8 POS. NEG. POS. GLC POS. NEG. 

A4 DUD. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

B5 NEG. NEG. NEG. GLM NEG. NEG. 

N15 POS. POS. POS. GLC/GLM POS. NEG. 

B7 NEG. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

A5 NEG. NEG. NEG. GLM NEG. NEG. 

Q14 NEG. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

D20 DUD. NEG. NEG. GLM NEG. NEG. 

C3 DUD. NEG. NEG. GLC POS. NEG. 

C4 DUD. NEG. NEG. GLC NEG. NEG. 

S39 DUD. NEG. NEG. GLM POS. NEG. 

D21 POS. NEG. NEG. GLM DUD. NEG. 

K5 POS. POS. POS. S/L POS. NEG. 

N18 DUD. NEG. NEG. S/L NEG. NEG. 

A10 POS. NEG. NEG. GLC/ NEG. NEG. 

M9 POS. POS. NEG. S/L NEG. NEG. 

N20 POS. NEG. NEG. GLM DUD. NEG. 

R7 POS. NEG. NEG. S/L DUD. NEG. 

O6 POS. POS. NEG. GLC POS. POS. 

S46 POS. POS. NEG. GLP DUD. NEG. 

H10 POS. POS. POS. S/L POS. POS. 

N22 POS. NEG. NEG. GLC DUD. NEG. 

N24 POS. NEG. NEG. GLM NEG. NEG. 

Tabla. IV.25. Resultado de las diferentes técnicas diagnósticas realizada en 35 animales. IDR bovina: 

Intradermorreacción. Loc. Anat.: Localización anatómica de la lesión. POS: Positivo. NEG: Negativo. DUD: 

Dudoso. GLC: Ganglios linfáticos de la cabeza. GLP: Ganglios linfáticos del pulmón. P: Pulmón. H: Hígado. 

GLM: Ganglios linfáticos mesentéricos. S/L: Sin lesión. 

 

 Todos los animales, excepto cinco, fueron positivos al menos a una de las pruebas 

de diagnóstico empleadas. 
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Gráfico VI.5. Resultado de las diferentes técnicas diagnósticas realizada en 35 animales, expresados como 

porcentaje de animales. 

 

En la siguiente tabla se muestra una relación de todos los animales incluidos en el 

estudio, así como los resultados de todas las pruebas diagnósticas realizadas, incluyendo la 

localización anatómica de la lesión. 

 

 

Identif.  Loc. de 

la lesión 

IDR ELISA 

TB 

ELISA 

PTB 

PCR TB PCR PTB 

S1 SD SD 166 146 SD SD 

S8 SD NEGATIVO 296 394 SD SD 

M1 GLC NEGATIVO 424 338 SD SD 

S2 SD NEGATIVO 573 474 SD SD 

S3 SD NEGATIVO 714 518 SD SD 

S4 SD NEGATIVO 378 292 SD SD 

S5 SD NEGATIVO 719 267 SD SD 

P1 SD NEGATIVO 345 277 SD SD 

P2 SD NEGATIVO 481 264 SD SD 

J1 SD NEGATIVO 377 368 SD SD 

C1 SD NEGATIVO 418 470 SD SD 

F1 SD NEGATIVO 376 302 SD SD 

B1 SD NEGATIVO 291 263 SD SD 

B2 S/L NEGATIVO 316 267 SD SD 

Q1 SD NEGATIVO 644 485 SD SD 
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N1 SD NEGATIVO 349 467 SD SD 

S6 SD NEGATIVO 286 229 SD SD 

N2 SD POSITIVO 281 149 SD SD 

S7 SD NEGATIVO 285 145 SD SD 

S8 SD NEGATIVO 248 202 SD SD 

F2 SD NEGATIVO 569 508 SD SD 

F3 SD NEGATIVO 417 421 SD SD 

J2 SD NEGATIVO 513 379 SD SD 

S9 SD SD 325 281 SD SD 

S10 SD SD 371 248 SD SD 

S11 SD SD 403 219 SD SD 

Q2 SD NEGATIVO 332 227 SD SD 

N3 P NEGATIVO 375 199 SD SD 

I2 SD NEGATIVO 837 819 SD SD 

P3 SD SD 963 588 SD SD 

S12 SD NEGATIVO 975 455 SD SD 

S13 SD NEGTIVO 573 518 SD SD 

Q3 SD SD 410 222 SD SD 

Q4 S/L NEGATIVO 639 440 SD SD 

I3 GLP NEGATIVO 647 544 SD SD 

D1 S/L NEGATIVO 470 677 SD SD 

S14 GLP NEGATIVO 602 217 SD SD 

S15 SD NEGATIVO 592 406 SD SD 

S16 S/L POSITIVO 498 369 SD SD 

S17 SD POSITIVO 345 457 SD SD 

S18 GLP-P NEGATIVO 618 310 SD SD 

S19 SD NEGATIVO 554 252 SD SD 

Q5 GLC NEGATIVO 739 363 SD SD 

S20 SD NEGATIVO 607 737 SD SD 

D2 SD NEGATIVO 521 329 SD SD 

M2 GLP NEGATIVO 545 634 SD SD 

D3 SD NEGATIVO 595 571 SD SD 

D4 SD POSITIVO 461 403 SD SD 

D5 GLP NEGATIVO 621 638 SD SD 

D6 S/L NEGATIVO 633 251 SD SD 

D7 S/L NEGATIVO 655 533 SD SD 

D8 SD SD 481 322 SD SD 

Q6 SD NEGATIVO 500 537 SD SD 

M3 S/L NEGATIVO 726 663 SD SD 

D9 SD NEGATIVO 440 470 SD SD 

D10 S/L NEGATIVO 569 684 SD SD 

D11 S/L NEGATIVO 656 347 SD SD 

D12 S/L NEGATIVO 469 875 SD SD 

D13 GLC-

GLP-P 

NEGATIVO 667 585 SD SD 

C2 S/L NEGATIVO 337 913 SD SD 



Resultados 
 
 

107 
 

D14 SD POSITIVO 594 234 SD SD 

D15 S/L NEGATIVO 209 685 SD SD 

I4 SD NEGATIVO 407 178 SD SD 

D16 SD NEGATIVO 518 451 SD SD 

I5 SD NEGATIVO 252 252 SD SD 

D17 SD NEGATIVO 385 385 SD SD 

D18 SD NEGATIVO 510 510 SD SD 

D19 SD NEGATIVO 634 661 SD SD 

S21 SD NEGATIVO 474 572 NEGATIVO NEGATIVO 

S22 SD NEGATIVO 765 556 NEGATIVO NEGATIVO 

S23 SD NEGATIVO 453 398 NEGATIVO NEGATIVO 

S24 SD NEGATIVO 630 849 NEGATIVO NEGATIVO 

S25 SD POSITIVO 409 336 NEGATIVO NEGATIVO 

S26 SD NEGATIVO 436 316 NEGATIVO NEGATIVO 

S27 SD NEGATIVO 738 378 NEGATIVO POSITIVO 

E1 SD NEGATIVO 388 261 NEGATIVO NEGATIVO 

N4 SD NEGATIVO 677 617 NEGATIVO NEGATIVO 

N5 GLC NEGATIVO 1033 657 POSITIVO NEGATIVO 

N6 SD SD 394 486 NEGATIVO NEGATIVO 

N7 SD SD 239 280 NEGATIVO NEGATIVO 

N8 S/L NEGATIVO 278 344 NEGATIVO NEGATIVO 

S28 SD NEGATIVO 238 154 NEGATIVO NEGATIVO 

S29 SD NEGATIVO 143 194 NEGATIVO NEGATIVO 

S30 SD POSITIVO 571 651 NEGATIVO NEGATIVO 

S31 SD NEGATIVO 183 237 NEGATIVO NEGATIVO 

S32 SD NEGATIVO 655 674 NEGATIVO NEGATIVO 

G1 SD NEGATIVO 266 718 NEGATIVO NEGATIVO 

G2 SD NEGATIVO 182 226 NEGATIVO NEGATIVO 

G3 S/L NEGATIVO 823 413 NEGATIVO NEGATIVO 

K1 SD POSITIVO 330 767 NEGATIVO NEGATIVO 

T1 SD NEGATIVO 712 585 NEGATIVO NEGATIVO 

I6 S/L NEGATIVO 322 455 POSITIVO NEGATIVO 

I7 GLC-

GLP 

NEGATIVO 622 844 NEGATIVO NEGATIVO 

I8 S/L NEGATIVO 406 323 NEGATIVO NEGATIVO 

I9 GLP NEGATIVO 764 462 NEGATIVO NEGATIVO 

H1 SD SD 582 117 NEGATIVO NEGATIVO 

J3 SD NEGATIVO 1002 628 NEGATIVO NEGATIVO 

J4 GLC-

GLP 

SD 683 263 NEGATIVO NEGATIVO 

I10 SD NEGATIVO 419 234 NEGATIVO NEGATIVO 

S33 SD NEGATIVO 583 411 NEGATIVO NEGATIVO 

S34 SD NEGATIVO 511 606 NEGATIVO NEGATIVO 

S35 SD NEGATIVO 568 538 NEGATIVO NEGATIVO 

E2 SD NEGATIVO 532 318 NEGATIVO NEGATIVO 

L1 SD NEGATIVO 163 95 NEGATIVO NEGATIVO 
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L2 GLP NEGATIVO 158 643 NEGATIVO NEGATIVO 

L3 SD SD 864 1011 NEGATIVO NEGATIVO 

A1 SD SD 433 546 NEGATIVO NEGATIVO 

A2 SD SD 265 272 NEGATIVO NEGATIVO 

F4 SD SD 701 484 NEGATIVO NEGATIVO 

O1 SD SD 359 331 NEGATIVO NEGATIVO 

O2 SD SD 405 782 NEGATIVO NEGATIVO 

O3 SD POSITIVO 394 415 POSITIVO NEGATIVO 

N9 SD NEGATIVO 158 136 NEGATIVO NEGATIVO 

N10 SD NEGATIVO 472 188 NEGATIVO NEGATIVO 

N11 SD NEGATIVO 288 206 NEGATIVO NEGATIVO 

N12 S/L NEGATIVO 271 324 NEGATIVO NEGATIVO 

Q7 SD NEGATIVO 568 869 NEGATIVO NEGATIVO 

Q8 SD NEGATIVO 371 692 NEGATIVO NEGATIVO 

Q9 SD NEGATIVO 234 880 NEGATIVO NEGATIVO 

S36 SD NEGATIVO 440 314 NEGATIVO NEGATIVO 

J5 SD NEGATIVO 665 403 NEGATIVO NEGATIVO 

J6 SD NEGATIVO 484 369 NEGATIVO NEGATIVO 

J7 SD NEGATIVO 332 281 NEGATIVO NEGATIVO 

E3 GLP POSITIVO 620 1260 POSITIVO NEGATIVO 

E4 SD NEGATIVO 304 195 NEGATIVO NEGATIVO 

E5 SD NEGATIVO 482 480 NEGATIVO NEGATIVO 

B3 SD NEGATIVO 656 1186 NEGATIVO NEGATIVO 

B4 SD SD 616 605 NEGATIVO NEGATIVO 

N13 SD NEGATIVO 477 432 NEGATIVO NEGATIVO 

N14 SD SD 538 670 NEGATIVO NEGATIVO 

M4 SD NEGATIVO 260 508 POSITIVO NEGATIVO 

M5 SD NEGATIVO 798 886 NEGATIVO NEGATIVO 

Q10 SD NEGATIVO 450 576 NEGATIVO NEGATIVO 

Q11 S/L POSITIVO 618 975 NEGATIVO NEGATIVO 

Q12 SD NEGATIVO 500 529 NEGATIVO NEGATIVO 

Q13 SD NEGATIVO 600 656 NEGATIVO NEGATIVO 

I11 SD NEGATIVO 442 579 NEGATIVO NEGATIVO 

I12 GLC NEGATIVO 392 448 NEGATIVO NEGATIVO 

M6 SD NEGATIVO 468 446 NEGATIVO NEGATIVO 

M7 SD NEGATIVO 663 933 NEGATIVO NEGATIVO 

M8 GLC POSITIVO 993 1495 NEGATIVO NEGATIVO 

K2 SD NEGATIVO 651 609 NEGATIVO NEGATIVO 

K3 SD POSITIVO 773 748 NEGATIVO NEGATIVO 

P4 SD NEGATIVO 591 657 NEGATIVO NEGATIVO 

F5 SD NEGATIVO 456 551 NEGATIVO NEGATIVO 

P5 SD NEGATIVO 558 621 NEGATIVO NEGATIVO 

P6 SD NEGATIVO 454 855 NEGATIVO NEGATIVO 

T2 SD NEGATIVO 906 837 NEGATIVO NEGATIVO 

A3 SD POSITIVO 972 927 NEGATIVO NEGATIVO 

A4 S/L NEGATIVO 504 145 NEGATIVO NEGATIVO 
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B5 S/L NEGATIVO 435 353 NEGATIVO NEGATIVO 

N15 GLC POSITIVO 1108 1314 POSITIVO NEGATIVO 

B6 SD NEGATIVO 408 175 NEGATIVO NEGATIVO 

B7 S/L NEGATIVO 337 274 NEGATIVO NEGATIVO 

I13 SD NEGATIVO 422 338 NEGATIVO NEGATIVO 

A5 S/L NEGATIVO 394 449 NEGATIVO NEGATIVO 

A6 SD NEGATIVO 507 610 NEGATIVO NEGATIVO 

S37 SD NEGATIVO 854 795 NEGATIVO NEGATIVO 

N16 SD NEGATIVO 354 206 NEGATIVO NEGATIVO 

Q14 S/L NEGATIVO 336 237 NEGATIVO NEGATIVO 

D20 S/L NEGATIVO 654 584 NEGATIVO NEGATIVO 

C3 GLC NEGATIVO 558 939 NEGATIVO NEGATIVO 

C4 GLC NEGATIVO 520 269 NEGATIVO NEGATIVO 

C5 SD NEGATIVO 420 374 NEGATIVO NEGATIVO 

S38 SD NEGATIVO 523 720 NEGATIVO NEGATIVO 

S39 S/L NEGATIVO 741 1124 NEGATIVO NEGATIVO 

S40 SD NEGATIVO 546 586 NEGATIVO NEGATIVO 

S41 SD NEGATIVO 399 348 NEGATIVO NEGATIVO 

L4 SD NEGATIVO 278 192 NEGATIVO NEGATIVO 

L5 SD SD 56 391 NEGATIVO NEGATIVO 

H2 SD NEGATIVO 543 387 NEGATIVO NEGATIVO 

H3 SD NEGATIVO 538 480 NEGATIVO NEGATIVO 

B8 SD SD 602 543 NEGATIVO NEGATIVO 

B9 SD POSITIVO 807 934 NEGATIVO NEGATIVO 

B10 SD NEGATIVO 343 314 NEGATIVO NEGATIVO 

Q15 SD NEGATIVO 383 279 NEGATIVO NEGATIVO 

H4 SD NEGATIVO 512 438 NEGATIVO NEGATIVO 

Q16 SD NEGATIVO 840 446 NEGATIVO NEGATIVO 

Q17 SD NEGATIVO 346 468 NEGATIVO NEGATIVO 

P7 SD NEGATIVO 569 433 NEGATIVO NEGATIVO 

P8 SD NEGATIVO 515 1189 NEGATIVO NEGATIVO 

P9 SD NEGATIVO 614 339 NEGATIVO NEGATIVO 

N17 SD SD 825 679 NEGATIVO NEGATIVO 

I14 SD NEGATIVO 607 600 NEGATIVO NEGATIVO 

I15 SD SD 632 370 NEGATIVO NEGATIVO 

R1 SD SD 559 291 NEGATIVO NEGATIVO 

S42 SD NEGATIVO 372 275 NEGATIVO NEGATIVO 

S43 SD NEGATIVO 541 326 NEGATIVO NEGATIVO 

F6 SD NEGATIVO 565 446 NEGATIVO NEGATIVO 

A7 SD NEGATIVO 533 809 NEGATIVO NEGATIVO 

E6 SD NEGATIVO 713 463 NEGATIVO NEGATIVO 

O4 S/L SD 805 1009 NEGATIVO NEGATIVO 

Q18 SD NEGATIVO 564 426 NEGATIVO NEGATIVO 

Q19 SD NEGATIVO 560 457 NEGATIVO NEGATIVO 

Q20 SD NEGATIVO 752 417 NEGATIVO NEGATIVO 

Q21 SD POSITIVO 712 1060 NEGATIVO NEGATIVO 
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Q22 SD NEGATIVO 533 432 NEGATIVO NEGATIVO 

Q23 SD NEGATIVO 824 547 NEGATIVO NEGATIVO 

Q24 SD NEGATIVO 238 119 NEGATIVO NEGATIVO 

Q25 SD NEGATIVO 740 349 POSITIVO NEGATIVO 

Q26 SD NEGATIVO 891 508 NEGATIVO NEGATIVO 

H5 SD NEGATIVO 804 458 NEGATIVO NEGATIVO 

H6 SD NEGATIVO 697 292 NEGATIVO NEGATIVO 

D21 S/L NEGATIVO 1067 806 NEGATIVO NEGATIVO 

D22 SD NEGATIVO 824 428 NEGATIVO NEGATIVO 

J8 SD NEGATIVO 791 510 NEGATIVO NEGATIVO 

J9 SD NEGATIVO 650 501 NEGATIVO NEGATIVO 

J10 SD NEGATIVO 479 418 NEGATIVO NEGATIVO 

K4 SD NEGATIVO 401 267 NEGATIVO NEGATIVO 

P10 SD NEGATIVO 754 546 NEGATIVO NEGATIVO 

P11 SD NEGATIVO 779 503 NEGATIVO NEGATIVO 

K5 S/L POSITIVO 883 957 POSITIVO NEGATIVO 

R2 SD NEGATIVO 634 461 NEGATIVO NEGATIVO 

R3 SD NEGATIVO 581 322 NEGATIVO NEGATIVO 

H7 SD NEGATIVO 883 502 NEGATIVO NEGATIVO 

E7 SD NEGATIVO 846 385 POSITIVO NEGATIVO 

O5 SD NEGATIVO 755 614 NEGATIVO NEGATIVO 

N18 S/L NEGATIVO 609 493 NEGATIVO NEGATIVO 

I16 SD POSITIVO 947 1114 POSITIVO POSITIVO 

F7 SD NEGATIVO 599 365 NEGATIVO NEGATIVO 

S44 SD NEGATIVO 673 408 NEGATIVO NEGATIVO 

H8 SD NEGATIVO 552 449 NEGATIVO NEGATIVO 

P12 SD NEGATIVO 621 482 NEGATIVO NEGATIVO 

A8 SD NEGATIVO 579 369 NEGATIVO NEGATIVO 

A9 SD NEGATIVO 413 220 NEGATIVO NEGATIVO 

A10 GLC NEGATIVO 1000 428 NEGATIVO NEGATIVO 

A11 SD POSITIVO 674 266 NEGATIVO NEGATIVO 

J11 SD SD 1089 794 POSITIVO NEGATIVO 

T3 SD NEGATIVO 602 365 NEGATIVO NEGATIVO 

T4 SD NEGATIVO 821 165 NEGATIVO POSITIVO 

M9 S/L NEGATIVO 982 517 POSITIVO NEGATIVO 

M10 SD NEGATIVO 840 236 NEGATIVO NEGATIVO 

N19 SD POSITIVO 705 611 NEGATIVO NEGATIVO 

N20 S/L NEGATIVO 1244 666 NEGATIVO NEGATIVO 

Q27 SD NEGATIVO 684 287 NEGATIVO NEGATIVO 

Q28 SD NEGATIVO 582 373 NEGATIVO NEGATIVO 

Q29 SD NEGATIVO 481 881 NEGATIVO POSITIVO 

D23 SD SD 242 392 NEGATIVO NEGATIVO 

F8 SD NEGATIVO 581 1108 NEGATIVO NEGATIVO 

F9 SD NEGATIVO 955 622 NEGATIVO NEGATIVO 

G4 SD SD 779 1020 NEGATIVO NEGATIVO 

I17 SD NEGATIVO 474 490 NEGATIVO NEGATIVO 
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L6 SD NEGATIVO 508 541 NEGATIVO NEGATIVO 

L7 SD NEGATIVO 801 876 NEGATIVO NEGATIVO 

G5 SD SD 509 535 NEGATIVO NEGATIVO 

I18 SD NEGATIVO 864 634 NEGATIVO NEGATIVO 

I19 SD NEGATIVO 760 352 NEGATIVO NEGATIVO 

R4 SD NEGATIVO 526 843 NEGATIVO NEGATIVO 

R5 SD NEGATIVO 566 134 NEGATIVO NEGATIVO 

N21 SD NEGATIVO 365 551 NEGATIVO NEGATIVO 

M11 SD NEGATIVO 573 972 NEGATIVO NEGATIVO 

M12 SD NEGATIVO 731 425 NEGATIVO NEGATIVO 

D24 SD POSITIVO 668 738 NEGATIVO NEGATIVO 

D25 SD SD 660 505 NEGATIVO NEGATIVO 

B11 SD NEGATIVO 375 729 NEGATIVO NEGATIVO 

B12 SD NEGATIVO 520 264 NEGATIVO NEGATIVO 

R6 SD SD 746 1095 NEGATIVO NEGATIVO 

K6 SD SD 711 1324 NEGATIVO NEGATIVO 

Q30 SD NEGATIVO 866 1568 NEGATIVO NEGATIVO 

Q31 SD NEGATIVO 500 380 NEGATIVO NEGATIVO 

I20 SD NEGATIVO 672 791 NEGATIVO NEGATIVO 

I21 SD SD 593 137 NEGATIVO NEGATIVO 

E8 SD NEGATIVO 557 245 NEGATIVO NEGATIVO 

E9 SD NEGATIVO 658 954 NEGATIVO NEGATIVO 

S45 SD NEGATIVO 759 814 NEGATIVO NEGATIVO 

T5 SD NEGATIVO 754 760 NEGATIVO NEGATIVO 

T6 SD POSITIVO 775 643 NEGATIVO NEGATIVO 

T7 SD NEGATIVO 798 585 NEGATIVO NEGATIVO 

R7 S/L NEGATIVO 1050 691 NEGATIVO NEGATIVO 

R8 SD NEGATIVO 722 815 NEGATIVO NEGATIVO 

P13 SD NEGATIVO 750 957 NEGATIVO NEGATIVO 

K7 SD SD 318 581 NEGATIVO NEGATIVO 

J12 SD SD 642 885 NEGATIVO NEGATIVO 

D26 SD SD 1343 1210 POSITIVO POSITIVO 

D27 SD SD 798 443 NEGATIVO NEGATIVO 

M13 SD NEGATIVO 932 1269 NEGATIVO NEGATIVO 

O6 GLC NEGATIVO 910 1338 POSITIVO NEGATIVO 

O7 SD NEGATIVO 746 792 NEGATIVO NEGATIVO 

R9 SD SD 1052 721 POSITIVO NEGATIVO 

P14 SD NEGATIVO 527 359 NEGATIVO NEGATIVO 

R10 SD SD 504 310 NEGATIVO NEGATIVO 

R11 SD SD 1045 542 NEGATIVO NEGATIVO 

E10 SD NEGATIVO 794 492 NEGATIVO NEGATIVO 

S46 GLP NEGATIVO 973 613 POSITIVO NEGATIVO 

S47 SD NEGATIVO 1532 1703 NEGATIVO NEGATIVO 

J13 SD POSITIVO 1080 679 POSITIVO NEGATIVO 

J14 SD SD 951 554 NEGATIVO NEGATIVO 

H9 SD NEGATIVO 756 425 NEGATIVO NEGATIVO 
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H10 S/L POSITIVO 1443 1209 POSITIVO POSITIVO 

M14 SD NEGATIVO 836 648 NEGATIVO NEGATIVO 

N22 GLC NEGATIVO 1940 723 NEGATIVO NEGATIVO 

G6 SD NEGATIVO 866 460 NEGATIVO NEGATIVO 

G7 SD NEGATIVO 688 552 NEGATIVO NEGATIVO 

K8 SD SD 738 289 NEGATIVO NEGATIVO 

G8 SD NEGATIVO 937 611 NEGATIVO NEGATIVO 

L8 SD NEGATIVO 744 381 NEGATIVO NEGATIVO 

G9 SD NEGATIVO 678 363 NEGATIVO NEGATIVO 

Q32 SD SD 874 495 NEGATIVO NEGATIVO 

P15 SD NEGATIVO 1081 729 NEGATIVO NEGATIVO 

P16 SD NEGATIVO 777 566 NEGATIVO NEGATIVO 

D28 SD NEGATIVO 696 364 NEGATIVO NEGATIVO 

M15 SD NEGATIVO 700 425 NEGATIVO NEGATIVO 

D29 SD NEGATIVO 626 412 NEGATIVO NEGATIVO 

K9 SD NEGATIVO 807 679 NEGATIVO POSITIVO 

N23 SD NEGATIVO 440 395 NEGATIVO NEGATIVO 

N24 S/L NEGATIVO 975 562 NEGATIVO NEGATIVO 

N25 SD NEGATIVO 843 620 NEGATIVO NEGATIVO 

P17 SD NEGATIVO 825 909 NEGATIVO NEGATIVO 

R12 SD NEGATIVO 787 464 NEGATIVO NEGATIVO 

J15 SD NEGATIVO 839 388 NEGATIVO NEGATIVO 

C6 SD NEGATIVO 680 326 NEGATIVO NEGATIVO 

C7 SD SD 650 582 NEGATIVO NEGATIVO 

C8 S/L SD 1063 668 NEGATIVO NEGATIVO 

F10 SD NEGATIVO 179 107 NEGATIVO NEGATIVO 

O8 SD NEGATIVO 174 111 NEGATIVO NEGATIVO 

O9 SD NEGATIVO 136 156 NEGATIVO NEGATIVO 

J16 SD NEGATIVO 107 179 NEGATIVO NEGATIVO 

K10 SD SD 118 139 NEGATIVO NEGATIVO 

G10 SD SD 158 110 NEGATIVO NEGATIVO 

H11 SD NEGATIVO 105 103 NEGATIVO NEGATIVO 

D30 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

D31 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

H12 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

Q33 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

P18 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

P19 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

P20 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

R13 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

E11 SD NEGATIVO SD SD POSITIVO POSITIVO 

E12 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

G11 SD SD SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

G12 SD SD SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

G13 SD SD SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

A12 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 
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A13 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO POSITIVO 

B13 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

F11 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

M16 SD SD SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

M17 SD SD SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

K11 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

J17 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 

J18 SD POSITIVO SD SD POSITIVO POSITIVO 

G14 SD NEGATIVO SD SD NEGATIVO NEGATIVO 
Tabla IV.26. Relación de todos los animales incluidos en el estudio, así como los resultados de todas las 

pruebas diagnósticas realizadas. Identif.: Identificación del animal. Loc. De la Lesión.: Localización 

anatómica de la lesión. IDR: prueba de intradermorreacción; P: Pulmón; GLC: Ganglio linfático de la cabeza 

(retrofaríngeos); GLP: Ganglio linfático del pulmón (mediastínicos); H: Hígado; GLM: Ganglio linfático 

mesentérico; S/L: Sin lesiones; SD: Sin datos (prueba no realizada).  

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V. DISCUSIÓN 
“La mayor parte de los fracasos nos vienen por querer adelantar la hora de los éxitos” 

Amado Nervo (1870-1919) 
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La tuberculosis y paratuberculosis son enfermedades crónicas de gran importancia 
en los rumiantes domésticos. La tuberculosis bovina es una de las enfermedades que más 
recursos económicos ha consumido debido las extensas campañas de control y erradicación 
que se han llevado a cabo en numerosos países, por sus implicaciones zoonósicas. En 
México sigue siendo una de las zoonosis de mayor prevalencia. 
 

La paratuberculosis, por su impacto productivo en el ganado vacuno y posible 
relación con la enfermedad de Crohn es también uno de los procesos más importantes 
dentro de las infecciones lentas y de interés por su posible potencial zoonósico. En México 
la situación sobre la prevalencia de esta enfermedad en bovinos es desconocida, pero se ha 
comunicado que es una causa de pérdidas económicas en algunos estados [Miranda, 2005]. 
El trabajo presentado en esta tesis constituye la primera aportación sobre la incidencia de 
Map en bovinos sacrificados en matadero. 
 

Manning y Collins (2001) mencionan que tanto la tuberculosis como la 
paratuberculosis son enfermedades que deben permanecer bajo vigilancia epidemiológica, 
ya que con la identificación de los animales infectados en cada explotación se puede evitar 
la diseminación de estos agentes. Los sistemas de vigilancia epidemiológica en mataderos 
poseen un valor indiscutible no sólo para detectar la presencia de tuberculosis bovina sino 
para mejorar las condiciones sanitarias de las explotaciones ganaderas y para una óptima 
comercialización de carnes y subproductos [Torres, 2010]. 

 
En el caso de la tuberculosis, la inspección post mortem es de gran importancia, al 

permitir la detección de un mayor porcentaje de animales positivos durante las campañas de 
saneamiento [García Castro, 2007], de forma que en países como EEUU se considera el 
método primario de detección de bovinos con tuberculosis [Whipple et al., 1996]. 
 

Por ello, en este trabajo nos hemos planteado como principal objetivo estimar la 
efectividad de diferentes pruebas diagnósticas (ELISA, histopatología, PCR) de forma 
complementaria a la inspección post mortem,  para el diagnóstico rápido de micobacteriosis 
(M. bovis, Map y Maa) en bovinos de matadero así como la valoración de las posibles 
reacciones cruzadas entre las mismas.  
 

En nuestro estudio la prevalencia de tuberculosis observada en bovinos mayores de 
dos años fue del 8,99%, superior a la señalada en las Campañas de Saneamiento en nuestro 
país (0,5%) [SAGARPA, 2013]. Estos datos sugieren que la prevalencia de la tuberculosis 
en el estado de Nayarit es superior a la del resto del país; sin embargo, hay que tener en 
cuenta que en este estudio no se han estudiado todos los animales analizados en las 
campañas de erradicación de la tuberculosis, sino que fueron elegidos al azar en dos 
periodos de los años 2011 y 2012.  
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Como ya se ha indicado, la valoración lesional post mortem tiene una gran 
importancia en la detección de animales infectados por M. bovis. García Castro (2007) cita 
una prevalencia del 3,1% de tuberculosis en un estudio de matadero, basándose en la 
detección de lesiones frente al 1% del resultado de las campañas de saneamiento, por lo que 
concluye que la inspección de matadero sería altamente eficaz en la detección de casos de 
tuberculosis negativos mediante la prueba de intradermorreacción en las Campañas de 
Saneamiento, siendo un complemento de las mismas. En nuestro estudio, si consideramos 
los animales donde se aplicaron ambas pruebas, encontramos que 30 (58,8%) de los 51 que 
fueron negativos a IDR presentaron lesiones que si bien no se puede aseverar que fueran 
debidas a la infección por M. bovis, sugieren una mayor sensibilidad del estudio lesional, 
con la técnica de muestreo elegida, para la detección de animales infectados. 
 

Aunque en nuestro estudio solo se observaron lesiones macroscópicas en dos 
bovinos (ganglios linfáticos mediastínicos y mesentéricos), en un 56,47% de los estudiados 
mediante histopatología se observaron lesiones granulomatosas leves de carácter focal 
mayoritariamente. Respecto a su especificidad, por su morfología se podrían considerar 
como dudosas. Se ha sugerido que pudieran ser granulomas formados por lo que se han 
denominado “macrófagos basura”, agrupados para captar cuerpos extraños que pudieran 
haber llegado al nódulo linfático desde el intestino o las vías respiratorias [Huda y Jensen, 
2003; González et al., 2005]. Sin embargo, algunas lesiones similares se han observado en 
infecciones iniciales o latentes por Map [Pérez et al., 1996; Moreno et al., 2008] y Maa. 
[Chávez et al., 2004]. Atendiendo a su extensión se clasificaron en tres  tipos: 1A  
(51,42%), tipo 1B (37,14%) y el tipo 1C (25,71%), siendo todas ellas morfológicamente 
similares. 

 
Cuando se estudió la presencia de micobacterias en dichas lesiones, los resultados 

obtenidos mediante la tinción de Ziehl-Neelsen en los ganglios linfáticos de 5 animales 
fueron negativos, coincidiendo con lo observado por otros autores en granulomas de estas 
características producidos por Map [Pérez et al., 1996;  Balseiro et al. 2003; González et al. 
2005; Montero et al., 2006] o Maa. [Chávez et al., 2004]. En un trabajo realizado en un 
total de 6.972 bovinos menores de 1 año de edad sin clínica ni lesiones macroscópicas se  
pudieron observar lesiones en ganglios linfáticos semejantes a las descritas por nosotros en 

el 2,09%, todas ellas negativas mediante Ziehl-Neelsen siendo el 35% positivos en PCR a 
Map. [Moreno et al., 2008], hecho que coincide parcialmente con nuestros resultados. Así 
mismo, Magnano et al. (2010) realizaron un trabajo donde compararon técnicas 
diagnósticas de tuberculosis porcina en dos establecimientos de cría confinada en 
Argentina, obteniendo resultados negativos en el 100% de las muestras mediante la tinción 
de Z-N, si bien los animales mostraban lesiones granulomatosas en ganglios linfáticos. En 
este trabajo, como en el nuestro, no se observó la presencia de bacilos ácido-alcohol 
resistentes. 
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Actualmente el diagnóstico etiológico de muchas enfermedades se ha enriquecido 
con el desarrollo de la técnica de la PCR. Para la instrumentación de esta prueba, se puede 
partir de cualquier muestra biológica, habiéndose demostrado una elevada sensibilidad y 
especificidad en el diagnóstico de las micobacteriosis tanto en humanos como en bovinos 
[Cousins, et al., 1992; Wards et al., 1995; Miller et al., 1999, 2000, 2002]. La aplicación de 
la PCR en tejidos incluidos en parafina con lesiones previamente valoradas se ha llevado ya 
a cabo en el diagnóstico de micobacteriosis [Jaimes et al., 2008], habiendo demostrado su 
utilidad. Como mencionan Martínez-Vidal (2008), López-Garrido (2008) y Miller et al. 
(2002), a diferencia del cultivo bacteriológico, con la PCR se llegan a obtener resultados 
satisfactorios con pequeñas cantidades de bacilos presentes en la muestra, mientras que 
para obtener resultados en un cultivo es necesario un mayor número de bacilos y además 
éstos tienen que ser viables. Talbot et al., (1997) y Chávez et al., (2004), en México han 
llegado a tipificar diferentes cepas de una misma especie de micobacteria mediante técnicas 
de biología molecular. También Velarde et al. (2007) recomiendan el uso de técnicas 
moleculares, principalmente la PCR, y hacen referencia a que en comparación con las 
pruebas de tuberculina, cultivo e histopatológicas, la PCR demuestra mayor grado de 
confiabilidad.  

 
Tomando como base lo señalado por Portilla (2007) cuando asegura que la PCR, 

como prueba complementaria a la histopatología y al aislamiento, permitiría establecer una 
metodología más rápida para el diagnóstico en animales infectados, en este estudio hemos 
llevado a cabo técnicas de PCR fundamentalmente frente al complejo M. tuberculosis y 
Map en muestras de tejido en las que también se llevó a cabo una valoración lesional, 
aunque como se ha explicado en el capítulo de material y métodos, con serias limitaciones 
debido al deficiente procesado de algunas muestras que impidió su examen microscópico. 

 
En este sentido, debe tenerse en cuenta que el procesado de las muestras en cuanto a 

su fijación en formol e inclusión en parafina condiciona de una manera determinante la 
futura amplificación del ADN micobacteriano [Miller et al., 2002], hecho a tener en cuenta 
en este estudio donde la fijación en formol duró aproximadamente una semana. Por otra 
parte, la existencia de un número reducido de micobacterias en las lesiones también 
influyen en una menor probabilidad de obtener un resultado positivo a PCR s [Ramírez et 
al., 2006; Balseiro et al., 2008].  

 
Los resultados obtenidos en este estudio indican que un 23,07% de los bovinos con 

lesiones granulomatosas fue positivo a la PCR en secciones histológicas frente a M. bovis 
(complejo M. tuberculosis), porcentaje similar a los que no presentaron lesiones. Este 
hecho vendría a corroborar el carácter “dudoso” o no especifico de las lesiones observadas 
en lo que respecta a su etiología micobacteriana. Nuestros resultados son inferiores al 93% 
de positividad observado por Miller et al. (2002) en casos con lesiones más evidentes y 
características de tuberculosis. Así mismo, Morales et al. (2005) obtuvieron resultados 
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positivos en el 45,6% de las muestras sin lesiones microscópicas en el pulmón y nódulos 
linfáticos pulmonares y en el 60,6% de bovinos con lesiones histopatológicas sugestivas de 
tuberculosis. Al igual que en la PCR para el Complejo M. tuberculosis, la positividad a 
Map  fue más baja e igual en animales con lesiones que sin lesiones histopatológicas. En el 
trabajo realizado por Moreno et al., (2008) se detectó Map mediante la PCR en secciones 
histológicas en un 35% de casos con lesiones “focales-dudosas” similares a las observadas 
por nosotros, y en el 100% de las muestras de animales con lesiones multifocales y difusas. 
De acuerdo a estos resultados, no se puede afirmar que dichas lesiones sean debidas a una 
infección por M. bovis o Map, si bien tampoco puede descartarse por completo. Debe 
tenerse en cuenta que en otros estudios [Pérez et al., 1996; González et al., 2005] se ha 
podido incluso aislar Map mediante cultivo bacteriológico a partir de muestras de tejido 
que mostraban lesiones semejantes en ovinos y bovinos, lo que apoyaría su etiología 
micobacteriana.  

 
Por otra parte, el hecho de que se hayan descrito también lesiones granulomatosas 

debidas a Maa similares a las encontradas por nosotros [Chávez et al., 1994] motivó el 
llevar a cabo la prueba de PCR frente a esta micobacteria en algunas muestras de tejido que 
presentaban lesiones. De esta manera, en 15 muestras seleccionadas de 14 animales con 
lesiones microscópicas, 14 (13 animales) fueron positivas a PCR frente a Maa, mientras 
que solo dos lo fueron a Complejo M. tuberculosis (M. bovis) y todas negativas a Map, 
hecho que sugiere la participación de Maa en la génesis de dichas lesiones, así como la 
existencia de infecciones mixtas. Este hecho creemos que tiene gran relevancia y la 
existencia de bovinos infectados por Maa debería ser considerado en futuros estudios para 
valorar su posible implicación en las campañas de erradicación de la tuberculosis. Incluso 
debe considerarse que es posible que el número de infecciones mixtas sea más elevado que 
el encontrado en este estudio, ya que el número de muestras analizadas ha sido bajo y 
además se han utilizado protocolos diferentes de extracción, ya que mientras frente a M. 
bovis y Map, consistió en la congelación/descongelación descrito por Garrido (2001), en las 
15 muestras seleccionadas se valoró la presencia de ADN de Maa, Map y Complejo M. 
tuberculosis empleando el kit comercial Speedtools Tissue DNA, además de emplear 
secciones histológicas con lesiones y no realizar “pool” de muestras como en el caso de las 
dos últimas (Map y M. bovis). 

 
Con respecto a la distribución de las lesiones, en los ganglios linfáticos de la cabeza 

se identificaron en el 28,57% de las muestras, en los ganglios linfáticos mediastínicos en el 
11,42%y en los mesentéricos en el 34,28%. García Castro (2007) observó un 14,6% de 
lesiones macroscópicas características de tuberculosis en los ganglios linfáticos 
retrofaríngeos similar a lo obtenido por Corner et al. (1990) (29,4%) en la misma 
localización y porcentaje muy inferior al 4,9% aportado por Cuezva Samaniego y de la 
Encina (1958). Si bien, estos autores como ya hemos mencionado, se basan principalmente 
en lesiones observadas macroscópicamente y claramente compatibles con tuberculosis.  
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El examen post mortem de ganglios linfáticos y pulmones en los bovinos en 
matadero, apoyado con estudios histológicos y bacteriológicos, se considera de gran 
importancia, para la identificación de animales infectados dentro de los programas de 
erradicación de la tuberculosis [Collins, 2006], debiendo tenerse en cuenta que las lesiones 
que pueden variar dependiendo del tiempo de infección, la susceptibilidad del huésped y la 
dosis infectiva [O´Reilly y Daborn, 1995; Pollock et al., 2006]. Como se ha señalado, en 
nuestro estudio no se observaron lesiones características compatibles con tuberculosis, a 
excepción de 2 animales que tenían lesiones macroscópicas (ganglios linfáticos 
mediastínicos y mesentéricos) que se correspondían con focos inflamatorios 
piogranulomatosos en el estudio microscópico. En uno de ellos, se detectó ADN tanto de 
M. bovis como a Maa, mediante PCR, pudiendo estar estos agentes implicados en su 
génesis. Además, también se detectaron microscópicamente lesiones “focales-dudosas” en 
el mismo ganglio linfático, no pudiendo llevarse a cabo un diagnóstico etiológico certero de 
dichas lesiones.  

 
Como ya se ha mencionado, en 36 (56,45%) animales se encontraron lesiones 

microscópicas, mientras que sólo 2 de ellos mostraron cambios visibles 
macroscópicamente, demostrando que la histopatología es un método diagnóstico eficaz 
para detectar y caracterizar lesiones en las micobacteriosis [Pérez et al., 1996; Estrada-
Chávez et al. 2004; Balseiro et al., 2008]. 
 

Cuando se emplearon las técnicas de ELISA indirecto, en nuestro estudio el 9,68% 
de los animales fue positivo en ELISA frente a Map y el 18,12% en ELISA frente a M. 
bovis. Es de destacar que 15 animales fueron positivos a ambas pruebas, y de ellos, en tres 
se detectó M. bovis en los tejidos, y en otros tres tanto M. bovis como Map; en el resto, no 
se pudo poner en evidencia la existencia de infección micobacteriana. Esto, confirma la 
existencia de infecciones mixtas por diferentes especies de micobacterias en el mismo 
animal, tal y como ya se ha señalado en bovinos [Yokomiso et al., 1983; González, 2003]. 
Por otra parte, tampoco se descarta que la positividad al ELISA indirecto, superior a la 
obtenida con otras pruebas como la IDR, pudiera estar asociada con infecciones por otras 
micobacterias aviares, ya que comparten antígenos y los empleados en estas técnicas no son 
completamente específicos [Van der Giessen et al., 1994; Rastogi et al., 2001]. El elevado 
grado de concordancia entre ambas pruebas diagnósticas encontrado indica que se debe 
tener un especial cuidado en la interpretación de estas técnicas para discriminar animales 
infectados por estas micobacterias, ya que su especificidad no sería demasiado elevada 
debido a la existencia de reacciones cruzadas, limitaciones de la técnica o los antígenos 
empleados.  

 
Generalmente, la detección de anticuerpos séricos en el test ELISA se relaciona con 

animales que presentaron lesiones avanzadas o con una elevada presencia de bacilos en la 
muestra, tal y como han descrito otros autores, tanto en casos de tuberculosis como de 
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paratuberculosis [Gutiérrez et al., 1998; Pérez et al., 1997; Balseiro et al., 2008]. En 
nuestro estudio, en principio, no se observaron este tipo de lesiones sino solamente 
infiltrados granulomatosos focales por lo que, como ya se ha señalado, debería considerarse 
la posible existencia de reacciones cruzadas de los test serológicos frente a Map y Maa. De 
todas formas, tampoco puede descartarse del todo que no existieran animales con formas 
lesiones más difusas, clásicamente asociadas a respuestas serológicas, debido a las 
dificultades planteadas en el procesado de las muestras que impidieron su correcta 
valoración, tanto en relación con el número de animales examinados como con la calidad 
de las muestras estudiadas. 

 
Igualmente, llama la atención la inexistencia de diferencias en el porcentaje de 

animales positivos en relación con su edad, ya que, siguiendo el modelo clásico de 
patogenia de las micobacteriosis, tanto en paratuberculosis como tuberculosis, el número de 
individuos con presencia de anticuerpos humorales se asocia a fases más avanzadas que 
aparecen con más frecuencia en animales mayores de 2 años [Ramírez et al., 2011]. En este 
sentido, en un estudio llevado a cabo en dos explotaciones de vacuno lechero en España, el 
porcentaje de animales positivos a la misma técnica de ELISA indirecto aquí empleada se 
incrementaba significativamente con la edad [Mohamed Anciones et al., 2013], en 
contradicción con lo encontrado en este estudio. Debe tenerse en cuenta que en el estudio 
referido se estudiaba toda la población de dos explotaciones con casos clínicos de 
paratuberculosis, mientras que en este trabajo son animales procedentes de diferentes 
granjas y localidades, sin conocer si existían casos de paratuberculosis o tuberculosis en 
ellas. Además, debe tenerse en cuenta el papel que pudiera jugar Maa, infección 
comprobada como presente en algunos de estos animales, en la positividad encontrada, 
teniendo en cuenta que las infecciones por este grupo de micobacterias raramente llegan a 
ocasionar cuadros clínicos graves [Chávez et al., 1994] y por lo tanto es posible que no se 
produzca en ellas la transición hacia respuestas inmunológicas humorales en relación con la 
edad que se observa en tuberculosis o paratuberculosis.  
 

Tomando como referencia la prueba de intradermorreacción, la prueba ELISA 
frente a M. bovis presentó una sensibilidad del 32% y una especificidad del 15,32% 
observándose una concordancia débil del 0,121, lo que sugiere que ambas técnicas deberían 
ser consideradas como complementarias y no sustitutivas unas de otras. Con la PCR como 
prueba de referencia, en el test ELISA frente a M. bovis se obtuvo una sensibilidad del 
11,53% y una especificidad del 97,54%, y en el test ELISA de Map una sensibilidad y 
especificidad del 4% y 98,70% respectivamente. Según estos datos ambas pruebas de 
ELISA parecen mostrar una buena especificidad, si bien debería haberse contemplado 
también el papel de Maa en estas respuestas. Sería necesaria una buena prueba de 
referencia “gold standard” para evaluar estas técnicas, siendo quizás la combinación de 
varias como el cultivo, histopatología y PCR la más adecuada. Respecto a la baja 
sensibilidad de la técnica de ELISA (tb o ptb) con respecto a la PCR podría estar 
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relacionada con el tipo de infección observada, caracterizada por lesiones microscópicas 
focales normalmente no asociadas a respuestas serológicas evidentes, o presentar una 
etiología diferente. 
 

Los valores del índice Kappa de concordancia entre la PCR con la prueba ELISA 
frente a M. bovis y la presencia de lesiones histopatológicas, fueron de k=0,088 y k=-0,009 
respectivamente, mientras que para la PCR con la prueba ELISA frente a Map y la 
presencia de lesiones, los valores fueron de k=0,067 y k=0,006. En todos los casos se trata 
de índices de concordancia muy bajos y notablemente inferiores en comparación con los 
reportados por Estrada-Chávez et al. (2004) que obtuvieron unos valores de k= 0,44 en 
relación a la prueba de la PCR y la presencia de lesiones histopatológicas compatibles con 
tuberculosis. Las dificultades en la valoración de lesiones en nuestro estudio y el papel que 
pueda jugar Maa, no contemplado en el trabajo reseñado, pudieran explicar estas 
diferencias. 
 

En el análisis comparativo de pruebas diagnósticas para tuberculosis llevadas a cabo 
en este estudio, de las 275 muestras evaluadas, la prueba de IDR, permitió detectar un 
2,93% de animales positivos, a diferencia de la prueba ELISA que detectó un 16,84%. 
[Estévez-Denaives et al., 2007]. Además de considerar la procedencia múltiple de los 
animales, que dificultaría la aplicación del esquema patogénico de las micobacteriosis, debe 
considerarse que pudieran haber existido fallos en la realización de la prueba de IDR, tanto 
en su ejecución como en su interpretación, al considerarse incrementos de grosor cutáneos 
de 5 mm como positivos; posiblemente si se hubiera tomado como referencia un 
incremento de 4 mm, el número de animales positivos hubiera sido más elevado. Por otra 
parte, tampoco debe descartarse la existencia de reacciones cruzadas con otras 
micobacterias ya que, como se ha señalado  [Paolicchi et al., 2003], comparten antígenos 
comunes. Finalmente, a pesar de no haber encontrado evidencias lesionales de ello, 
tampoco puede descartarse que algunos de esos animales negativos a IDR fueran anérgicos 
a esta prueba, ya que aunque la IDR es considerada como un método eficaz para determinar 
el estado sanitario de bovinos infectados con M. bovis [O´Reilly y Daborn, 1995; Garro et 
al. 2011], el estado inmunitario  de los animales interfiere notablemente en dicha respuesta 
al no detectar la infección en etapas iniciales o estadios anérgicos [O´Reilly y Daborn, 
1995; Dante et al., 2007]. 
 

Respecto a la presencia de la infección tuberculosa en los diferentes municipios, si 
bien mediante el ELISA se detectaron animales positivos en todos los, en el caso de la IDR, 
no se detectaron animales positivos en uno de ellos (grupo G). Sin embargo, debe tenerse 
en cuenta que las diferencias no fueron estadísticamente significativas cuando se analizó la 
positividad a ambas pruebas según el municipio. Así mismo, se observó una escasa relación 
entre ambas pruebas.  
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Los criterios diagnósticos utilizados en nuestro estudio, basados en la inspección 
post-mortem, histopatología, así como en las técnicas de ELISA y la PCR, han permitido 
confirmar mediante la presencia de infecciones debidas a Map, M. bovis y de Maa en 
bovinos sacrificados en matadero del estado de Nayarit. En la actualidad se desconoce la 
prevalencia de la infección por Map en México, y aún se tienen menos datos de la 
importancia que pudiera tener la infección por Maa en los bovinos del país. En cualquier 
caso, la positividad frente a micobacterias del grupo M. avium supone un impedimento para 
el comercio de ganado [Estévez-Denaives et al., 2007] que, según nuestro estudio tiene una 
notable relevancia y debe ser objeto de futuros trabajos.  
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIII.CONCLUSIONES 
“La verdadera educación consiste en obtener lo mejor de uno mismo. ¿Qué otro libro se 

puede estudiar mejor que el de la humanidad? 

Mahatma Gandhi (1869-1948) 
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1. Se confirmó la presencia de infección tuberculosa en animales negativos a la prueba de 

intradermorreacción simple, en el Estado de Nayarit, México, utilizando la técnica de la 

PCR y el test de ELISA. Así mismo, también se detectó la presencia de ADN de Map y 

Maa en muestras de tejido. Del primero no se tiene conocimiento de la prevalencia en 

Nayarit y del segundo no existen referencias conocidas de su presencia en ganado bovino 

en México, siendo la detección de ambas de gran importancia epidemiológica. 

 

2. Este estudio es el primer reporte epidemiológico de la infección por Map en el estado de 

Nayarit, México. Es necesario que se realicen estudios en diferentes áreas de México para 

descartar o confirmar la presencia de Map, ya que no hay la suficiente información con 

respecto a bovinos. 

 

3. Los resultados obtenidos por la PCR e histopatología  indican que las técnicas cumplen 

con los requisitos necesarios para proporcionar un diagnóstico eficiente, en tiempo y costo, 

para ser consideradas como herramientas complementarias de la IDR en las Campañas de 

control de tuberculosis bovina y para evidenciar infecciones por otras micobacterias 

durante las mismas. 

 

4. La prevalencia de la tuberculosis en animales sacrificados en matadero del estado de 

Nayarit osciló entre el 7,28% y el 18,12% de los individuos analizados, según la técnica 

empleada. Respecto a paratuberculosis, el porcentaje de positivos estaba entre el 4 y el 

9,9% de los bovinos. 

 

5. La constatación de la presencia de infecciones por micobacterias del complejo M. 

tuberculosis (M. bovis) y del complejo M. avium (Maa y Map) en bovinos de la misma 

región, incluso en el mismo animal, debería tenerse en consideración en el momento de 

planificar y realizar las campañas de saneamiento de la tuberculosis en México y en la 

valoración de los resultados. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IX. RESUMEN 
“La educación es el pasaporte hacia el futuro, el mañana, pertenece a aquellos que  se 

preparan para él, en el día de hoy” 

Malcolm X (1925-1965) 
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La tuberculosis y la paratuberculosis son las dos enfermedades producidas por 

micobacterias de mayor importancia en el ganado bovino en todo el mundo. En México, 

frente a la primera se llevan a cabo campañas de control y erradicación desde hace varios 

años, mientras que respecto a la paratuberculosis, no existen estudios rigurosos que 

ofrezcan datos acerca de su prevalencia o importancia en la ganadería bovina de México. 

Teniendo en cuenta la importancia que la inspección post mortem tiene en el diagnóstico de 

esta enfermedades y especialmente en la confirmación de la infección tuberculosa en los 

animales positivos en las campañas de saneamiento, en este trabajo se ha llevado a cabo un 

estudio en animales sacrificados en matadero en el estado de Nayarit (México) tras haberse 

realizado en ellos la prueba de intradermorreacción simple (IDR) para el diagnóstico de 

tuberculosis, con el objetivo general de conocer la prevalencia de tuberculosis y 

paratuberculosis en bovinos sacrificados en matadero y de valorar la eficacia de diferentes 

técnicas diagnósticas para su detección. En concreto, se plantea evaluar la eficacia del 

diagnóstico post mortem mediante la evaluación histológica de muestras de tejido definidas, 

y comparar el comportamiento de diferentes técnicas de diagnóstico inmunológico (ELISA 

indirecto frente a tuberculosis o paratuberculosis, IDR), de detección de ADN 

micobacteriano (frente al complejo M. bovis, M. avium paratuberculosis (Map) o M. avium 

avium (Maa) y la detección de lesiones mediantes técnicas histopatológicas. 

 

Para ello se ha realizado un estudio anatomopatológico en 343 animales sacrificados 

en matadero, de los cuales 289 bovinos eran mayores de 2 años y 54 menores de 2 años de 

edad, procedentes de los 20 municipios del Estado de Nayarit, México. En todos ellos, se 

llevó a cabo la observación de todos los órganos, especialmente de pulmón y nódulos 

linfáticos relacionados, nódulos linfáticos de la cabeza, intestino y nódulos linfáticos 

mesentéricos. 

 

En todos los casos (n=343) se tomaron muestras de ganglios linfáticos 

retrofaríngeos, mediastínicos y pulmón para la valoración de lesiones tuberculosas, y de 

válvula ileocecal y ganglios linfáticos mesentéricos para estudiar lesiones asociadas a la 

infección por Map. Debido a un mal procesado de las muestras, únicamente se pudo llevar 

a cabo la valoración lesional en 62 de estos animales. En 289 animales se había llevado a 

cabo la valoración de la respuesta inmune celular frente a tuberculosis mediante la prueba 

de IDR, empleando como antígeno PPD bovina. Esta técnica se realizó por personal 

capacitado por el Comité Estatal para el Fomento y Protección Pecuaria de Nayarit, S.C. En 

320 bovinos se valoró la respuesta inmune humoral mediante una técnica de ELISA 

indirecto frente a tuberculosis y paratuberculosis, empleando como antígenos PPD bovina o 

el antígeno protoplasmático PPA-3 respectivamente. En 275 animales se realizaron pruebas 

moleculares (PCR) a partir de tejido embebido en parafina, para la identificación de la 

secuencia de inserción IS6110 específica de M. bovis y la secuencia de inserción IS900 

específica de Map. En 14 animales, seleccionados por la presencia de lesiones, se realizó la 

PCR para la detección simultánea de Maa, Map y M. bovis. 
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De los 289 animales a los que se les aplico IDR (8,99%) se consideraron como 

positivos. Los animales reaccionantes aparecieron en 14 de los 20 municipios estudiados, 

oscilando la positividad entre el 5,26 y el 28,57%. En cuanto al ELISA frente a M. bovis y 

Map de las 320 muestras se confirmó el diagnostico positivo en el 18,12% y el 9,99% 

respectivamente. Se encontraron animales reaccionantes en todos los municipios 

estudiados, pero únicamente en 8 y 6 respectivamente superaban el 25% de los 

reaccionantes en el ELISA de tuberculosis y paratuberculosis respectivamente, 

coincidiendo los valores elevados únicamente en un municipio. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de positividad entre animales 

menores y mayores de dos años. Las lesiones macroscópicas solo pudieron observarse en 2 

de los 343 animales estudiados y consistieron en focos miliares de necrosis caseosa en 

nódulos linfáticos respiratorios y de la cabeza. En 35 (56,45%) de los 62 animales en los 

que se pudieron estudiar microscópicamente los tejidos, se encontraron lesiones 

granulomatosas, especialmente en los nódulos linfáticos.  

 

Atendiendo a su extensión y características morfológicas, se consideraron en todos 

los casos como lesiones granulomatosas focales, que se clasificaron en tres categorías: 1A: 

escaso número de granulomas de pequeño tamaño cuyos macrófagos contenían abundante 

pigmento ceroide; 1B: granulomas de mayor tamaño con distribución multifocal; 1C: 

granulomas abundantes, que confluían y llegaban a ocupar amplias zonas de la región 

cortical. Estas lesiones fueron más abundantes en los ganglios linfáticos de la cabeza y 

mesentéricos. La prueba de PCR se llevó a cabo en 275 animales resultando positiva para la 

secuencia de inserción IS6110 en 20 (7,28%) y en 11 (4%) en la secuencia de inserción 

IS900 de Map. Respecto a Maa, 13 de las 14 muestras analizadas con lesiones 

granulomatosas fueron positivas. De ellas, solamente dos habían sido también positivas 

para M. bovis. Tomando como referencia la prueba de intradermorreacción, la prueba 

ELISA frente a M. bovis ofreció valores de sensibilidad y especificidad del 47,05% y 

93,83% respectivamente, y un valor de kappa del 0,121, significando una concordancia 

escasa. Cuando se tomó como referencia la PCR, la sensibilidad y especificidad de la 

técnica IDR fue del 27,27% y 91,7% respectivamente, y de ELISA frente a tuberculosis de 

24,07% y 97,47%. Respecto al ELISA de paratuberculosis, su sensibilidad fue del 13,33% 

y la especificidad del 98,19% respecto al PCR de Map. En todos los casos, la concordancia 

entre técnicas fue débil. 

 

 Según estos resultados, la prevalencia de la tuberculosis en animales sacrificados en 

matadero del estado de Nayarit osciló entre el 7,28% y el 18,12% de los individuos 

analizados, según la técnica empleada. Respecto a paratuberculosis, el porcentaje de 

positivos entre el 4 y el 9,9%, siendo el primer estudio epidemiológico de esta enfermedad 

llevado en Nayarit. En este trabajo, se ha demostrado la presencia de Maa asociada a 

lesiones granulomatosas en vacas de este estudio. Las técnicas de PCR e histopatología 

indican que ambos métodos cumplen con los requisitos necesarios para proporcionar un 
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diagnóstico eficiente, en tiempo y costo, para ser consideradas como herramientas 

complementarias de la IDR en las Campañas de control de tuberculosis bovina y para 

evidenciar infecciones por otras micobacterias durante las mismas. El hecho de que hayan 

aparecido animales con infecciones por distintas micobacterias debe tenerse en cuenta a la 

hora de interpretar los resultados de las campañas de saneamiento de tuberculosis.  

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

X. SUMMARY 
“Donde hay educación no hay distinción de clases” 

Confucio (551 AC- 478) 
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Tuberculosis and paratuberculosis are two diseases produced by micobacteria of 

major importance in cattle worldwide. In México, control an eradication campaign was 

carried out on tuberculosis over the last few years, while with regard to paratuberculosas, 

no rigorous studies exist which offer data on the prevalence or importance in cattle in 

México. Taking into account the importance that post mortem inspection has on the 

diagnosis of these diseases and when confirming the tubercles infection in positive animals 

in the health campaign, a study into animals sacrificed at the state abattoir in the state of 

Nayarit (México) was carried out after performing skin test (IDR) on the animals with the 

main objective of knowing tuberculosis and paratuberculosas prevalence in cattle sacrificed 

at the abattoir and of assessing the effectiveness of different diagnostic techniques for their 

detection. It was specifically proposed to evaluate the efficiency of the post mortem 

diagnosis using the histological evaluation of defined tissue samples and to compare the 

behavior of different indirect diagnostical immunological techniques (ELISA to use against 

tuberculosis or paratuberculosas, IDR) for the detection of mycobacterial DNA (specially 

complex M. bovis, M. avium paratuberculosis (Map) or M. avium and the detection or 

lesions using histopatological techniques. 

 

 For this an anatomopathologic study was carried out on 343 animals sacrificed at 

the abattoir, 289 of which were more than 2 years old and 54 were less than 2 years old, all 

coming from municipalities in the organs, especially lung and related lymphatic nodules, 

lymphatic nodules of the head, intestine and mesenteric lymph nodes. 

 

 In all cases (n=343) samples were taken of retropharyngeal lymph nodes and lung to 

assess the tubercles lesions and the ileocecal valve and mesenteric lymph nodes to study the 

lesions related to the infection by Map. Due to bad sample processing only the lesion 

assessment of 62 of these animals could be carried out. The assessment of the immune 

cellular response, specially tuberculosis using the IDR test using bovine PPD as an antigen 

was carried out. This techniques was performed by capable persons in Comité Estatal para 

el Fomento y Protección Pecuaria de Nayarit, S.C. In 320 cattle the humoral immune 

response using the ELISA indirect techniques was assessed specially tuberculosis and 

paratuberculosis, using PPD bovine as antigens or protoplasmatic antigen PPA-3, 

respectively. Molecular tests (PCR) were performed on 275 animals from tissue inserted in 

paraffin in order to identify the insertion sequence IS6110, specific of M. bovis and 

insertion sequence IS900 specific of Map. In 14 animals, selected because of the presence 

of lesions, PCR for the simultaneous detection of Maa, Map and M. bovis was carred out. 

 

 IDR (8.99%), which were considered as positive was applied to 289 animals. The 

animals which reacted appeared in 14 of the 20 state municipalities, the positive animals 

varied between 5.26 and 28.57%. With regard to ELISA, specially M. bovis and Map of the 

320 samples, a positive diagnosis of between 18.12% and 9.99% was confirmed. Animals 

which reacted were found in all the municipalities studied but only 8 and 6 respectively 
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exceeded 25% of those which reacted in ELISA of tuberculosis and paratuberculosis 

respectively, with only high values coinciding in one municipality. No significant statistical 

differences were observed in the percentage of positive animals younger or older than two 

years. The macroscopic lesions could only be observed in 2 of the 342 animals studied and 

they consisted of milliard focuses of caseosus necrosis in respiratory lymphatic nodules and 

of the head. In 35 (56.45%) ot the 62 animals, where the tissues could be microscopically 

studied, granulomatous lesions were found in the lymphatic nodules. Paying attention to 

their extension and morphological characteristics, they were, in all cases considered as 

granulomatous focal lesions which were classified into three categories: 1A: Scarce number 

of small-sized granulomas whose macrophage contain abundant ceroide pigments; 1B: 

large-sized granulomas with a multi-focal distribution; 1C: abundant granulomas which 

join together and occupy large areas in the cortical region. These lesions were more 

abundant in the lymphatic nodes of the head and mesenteric. The PCR tests was performed 

on 275 animals being positive for the IS6110 insertion sequence in 20 (7.28%) and in 11 

(4%) in the IS900 insertion sequence of Map. With regard to Maa, 13 of the 14 samples 

analyzed with granulomatous lesions were positive, only two of the were also positive for 

M. bovis. Taking the skin tests as a reference, the ELISA tests especially M. bovis showed 

sensitivity and specificity values of 47.05% and 95.83% respectively, and a kappa value of 

0.121, signifying a scarce concordance. When PCR was taken as a reference, sensitivity 

and specificity of the IDR technique was 27.27% and 91.7% respectively and of ELISA 

especially tuberculosis of 24.07% and 97.47%. With regard to ELISA of paratuberculosas, 

sensitivity was 13.33% and specificity 98.19% with regard to PCR of Map. Concordance 

between the techniques was weak in all cases. 

 

 According to the results, tuberculosis prevalence in the animals sacrificed at the 

abattoir in the State of Nayarit varied between 7.28% and 18.12% of the animals, 

depending on the techniques used. With regard to paratuberculosas, the percentage of the 

positive ones were between 4 and 9.9%, this boing the first epidemiology study of this 

disease carried out in Nayarit. The presence of Maa associated to granulomatous lesions 

has been shown in this study. The PCR and histopatological techniques indicate that both 

methods comply with the requisites needed to give an efficient diagnosis, in time and cost, 

to be considered as complementary tools of IDR in cattle tuberculosis control campaign and 

to show infections by other micobacteria in the same campaigns. The fact that animals have 

appeared with infections by different micobacteria should be taken into account when 

interpreting the results of the health campaigns on tuberculosis. 
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