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Resumen 

 

En el siguiente trabajo se llevó cabo la puesta a punto y optimización de la técnica 

LAMP (del inglés loop-mediated isothermal amplification) para la detección de 

Mycobacterium bovis, agente etiológico de la tuberculosis bovina. Se realizaron ensayos de 

sensibilidad analítica con el fin de compararla con la sensibilidad obtenida por PCR 

convencional llevada a cabo rutinariamente en nuestro laboratorio.  
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Objetivos 

 

Objetivo General  

- Puesta a punto de la técnica LAMP para la identificación de M. bovis. 

Objetivos Específicos  

- Optimización de las condiciones de ensayo LAMP. 

- Determinación de sensibilidad de LAMP vs. PCR. 
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Financiamiento 

 

El siguiente Seminario de Investigación fue realizado en el marco del Programa de 

Capacitación Anual Gratuito (PROCAGRA) 2013.  

Dicho programa es un modelo estratégico de fundraising enmarcado en el compromiso 

social puesto en marcha por la Delegación Castelar de la Fundación ArgenINTA en el Centro 

Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA) con el fin de ampliar el accionar de la fundación. 

De acuerdo con lo expresado por Jorge J. Pereira, delegado técnico de la Delegación Castelar de la 

Fundación ArgeŶINTA, ͞el Prograŵa tieŶe Đoŵo oďjetivo proŵover el iŶterĐaŵďio ĐieŶtífiĐo-

tecnológico que generan y ofrecen los once Institutos del CNIA que el INTA posee en su predio de 

Castelar con el fin de estimular el aprendizaje y la participación de estudiantes de diferentes 

uŶiversidades de todo el país eŶ traďajos de iŶvestigaĐióŶ, desarrollo y traŶsfereŶĐia .͟  
El PROCAGRA está destinado a estudiantes de las universidades de todo el país, con más del 

75% de sus materias aprobadas, y brinda capacitación en diferentes temas de interés 

agropecuario. Los estudiantes son guiados por especialistas del CNIA que durante 90 días trabajan 

estrechamente para profundizar las investigaciones que, como producto final, tienen un   informe 

minucioso y detallado (tesina) con los aportes de  la capacitación y sus resultados. 

El programa es patrocinado anualmente por el INTA junto a organizaciones empresariales privadas 

como Biogénesis-Bagó, Biotay, CKC, Rosenbusch, Xenobióticos, Vetanco; y organizaciones sociales 

como Fundación ArgenINTA y Fundación Argentina de Nanotecnología.  

Los centros y los once institutos que integran el CNIA del INTA en su predio de Castelar 

intervienen activamente en el desarrollo de este programa, debido a que ofrecen anualmente no 

sólo las temáticas de trabajo, sino infraestructura, equipamiento, recursos económicos y humanos 

necesarios para que los estudiantes postulados concreten técnicamente su capacitación en los 

mismos. Paralelamente, las universidades públicas y privadas participan de  esta propuesta dado 

que reciben el ofrecimiento gratuito del financiamiento de las posibles capacitaciones.  

Finalmente, un Comité de Selección integrado por los tres Presidentes de los Consejos de 

Centros del INTA Castelar conjuntamente con un representante de cada una de las organizaciones 

patrocinadoras,  tiene la responsabilidad de seleccionar las temáticas ofrecidas por los Institutos 

del CNIA, los estudiantes postulados, su priorización y selección final junto con el posterior 

seguimiento y cumplimiento del programa por todas las partes involucradas, incluida una 

evaluación final de las presentaciones escritas de los trabajos realizados por los estudiantes, así 

como el informe de sus respectivos tutores y también el informe administrativo-contable que 

realiza la Delegación Castelar de la Fundación ArgenINTA al finalizar cada capacitación. 

El apoyo financiero a este emprendimiento, que desde el año 2008 vienen concretando las 

empresas pioneras antes mencionadas, conjuntamente con la Delegación Castelar de la Fundación 

ArgenINTA, con el respaldo científico-técnico de los Centros e Institutos del CNIA del INTA Castelar, 

además de la participación de las universidades correspondientes, permite la consolidación de una 

propuesta que permite mejorar la formación profesional de estudiantes universitarios dentro de un 

ámbito agropecuario, agroalimentario y agroindustrial.  
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ϭ.ϭ TUBERCULOSIS BOVINA 
 

 

 

 La tuďeƌĐulosis ďoǀiŶa ;TBBͿ es uŶa eŶfeƌŵedad iŶfeĐĐiosa de iŵpoƌtaŶĐia a 
Ŷiǀel ŵuŶdial Đausada poƌ MǇĐoďaĐteƌiuŵ ďoǀis. Esta ďaĐteƌia peƌteŶeĐe al Đoŵplejo 
MǇĐoďaĐteƌiuŵ tuďeƌĐulosis ;MTBC del iŶglés MǇĐoďaĐteƌiuŵ tuďeƌĐulosis ĐoŵpleǆͿ 
juŶto a M. tuďeƌĐulosis, M. afƌiĐaŶuŵ, M. ĐaŶetti, M. ŵiĐƌoti, M. Đapƌae, M. piŶŶipedii, 
M. ŵuŶgi Ǉ M. oƌǇgis ;ϭ, ϮͿ. Las espeĐies de ŵiĐƌooƌgaŶisŵos peƌteŶeĐieŶtes al 
Đoŵplejo ŵeŶĐioŶado se ĐaƌaĐteƌizaŶ poƌ poseeƌ uŶ ϵϵ,ϵ% de siŵilitud a Ŷiǀel 
geŶóŵiĐo e idéŶtiĐas seĐueŶĐias de RNA ƌiďosoŵal ϭϲ“. “iŶ eŵďaƌgo, difieƌeŶ eŶ su 
feŶotipo, ƌaŶgo de hospedadoƌes Ǉ patoďiología. DuƌaŶte ŵuĐho tieŵpo se ĐƌeǇó Ƌue 
M. ďoǀis eƌa el ƌespoŶsaďle del oƌigeŶ de la tuďeƌĐulosis eŶ huŵaŶos al ŵoŵeŶto de la 
doŵestiĐaĐióŶ del gaŶado haĐe ϭϬ.ϬϬϬ-ϭϱ.ϬϬϬ años atƌás deďido a uŶ salto eŶ la 
ďaƌƌeƌa de espeĐies Ǉ la ĐoŶseĐueŶte adaptaĐióŶ a uŶ hospedadoƌ huŵaŶo. CoŶ la 
oďteŶĐióŶ de geŶoŵas de Đepas iŶtegƌaŶtes del MTBC seĐueŶĐiados Ǉ el adǀeŶiŵieŶto 
de estudios de geŶóŵiĐa Đoŵpaƌatiǀa se deŵostƌó Ƌue, a pesaƌ Ƌue M. tuďeƌĐulosis 
posee eǆĐlusiǀaŵeŶte Đoŵo hospedadoƌ a los huŵaŶos ŵieŶtƌas Ƌue M. ďoǀis posee 
uŶ ƌaŶgo de hospedadoƌ ŵás aŵplio, éste últiŵo pƌeseŶta uŶ geŶoŵa de ŵeŶoƌ 
taŵaño deďido a la péƌdida suĐesiǀa de ƌegioŶes de DNA. PosiďleŵeŶte, a Đausa de la 
eǆpaŶsióŶ ĐloŶal Ǉ el ĐaƌáĐteƌ detƌiŵeŶtal de diĐhas ƌegioŶes paƌa el estilo de ǀida 
patogéŶiĐo, ĐoŶǀiƌtieŶdo a M. ďoǀis eŶ patógeŶos ŵás eǆitosos paƌa Đieƌtos 
hospedadoƌes Ŷueǀos ;ϯ, ϰͿ. PaƌalelaŵeŶte, ŵediaŶte el aŶálisis de deleĐioŶes Ǉ el 
estudio de ŵutaĐioŶes espeĐífiĐas se oďseƌǀó Ƌue es posiďle Ƌue M. ďoǀis haǇa 
eǀoluĐioŶado a paƌtiƌ de uŶa ƌaŵa deƌiǀada de M. afƌiĐaŶuŵ Ǉ M. ŵiĐƌoti, ĐoŶ M. 
tuďeƌĐulosis Đoŵo pƌogeŶitoƌ de aŵďos.  

El geŶoŵa de M. ďoǀis es ĐiƌĐulaƌ Ǉ posee ϰ.ϯϰϱ.ϰϵϮ paƌes de ďases ;pďͿ de 
loŶgitud ĐoŶ uŶ ĐoŶteŶido pƌoŵedio de G+C de ϲϱ,ϲϯ%. A su ǀez, ĐoŶtieŶe ϯ.ϵϱϮ geŶes 
Ƌue ĐodifiĐaŶ pƌoteíŶas, iŶĐluǇeŶdo ϰϮ seĐueŶĐias de iŶseƌĐióŶ ;I“ del iŶglés iŶseƌtioŶ 
seƋueŶĐeͿ Ǉ uŶ pƌofago. EŶ la figuƌa ϭ se oďseƌǀa uŶa ƌepƌeseŶtaĐióŶ ĐiƌĐulaƌ del 
geŶoŵa de uŶa Đepa de M. ďoǀis altaŵeŶte ǀiƌuleŶta aislada eŶ IŶglateƌƌa eŶ ϭϵϱϳ, 
segúŶ GaƌŶieƌ Ǉ Đol. ;ϰͿ.  Desde afueƌa haĐia adeŶtƌo, se oďseƌǀaŶ dos ĐíƌĐulos Ƌue 
ŵuestƌaŶ las seĐueŶĐias ĐodifiĐaŶtes ;CD“ del iŶglés ĐodiŶg seƋueŶĐesͿ de las ĐadeŶas 
diƌeĐta Ǉ ƌeǀeƌsa, ƌespeĐtiǀaŵeŶte, ĐoŶ Đoloƌes Ƌue ƌepƌeseŶtaŶ su ĐlasifiĐaĐióŶ 
fuŶĐioŶal. Adeŵás, se ƌealiza uŶ aŶálisis de seĐueŶĐia Đoŵpaƌatiǀo ĐoŶ M. tuďeƌĐulosis, 
ĐoŶ las tƌaŶsiĐioŶes ;eŶ aŵaƌilloͿ Ǉ tƌaŶsǀeƌsioŶes ;eŶ ǀeƌdeͿ, luego las iŶseƌĐioŶes ;eŶ 
ƌojo, ϭ pď; eŶ Ŷegƌo > ϭ pďͿ Ǉ deleĐioŶes ;eŶ azul, ϭ pď; eŶ Đeleste > ϭ pďͿ. FiŶalŵeŶte, 
eŶ los dos últiŵos ĐíƌĐulos se ŵuestƌaŶ los ƌeeŵplazos de seĐueŶĐia de Ŷueǀas 
ƌegioŶes eŶ M. ďoǀis ;eŶ ǀioletaͿ, así Đoŵo los eleŵeŶtos I“ Ǉ el pƌofago ;eŶ ĐiaŶͿ.  

Las deleĐioŶes o pseudogeŶes ĐoƌƌespoŶdeŶ a geŶes iŶǀoluĐƌados eŶ la 
detoǆifiĐaĐióŶ, eŶ el tƌaŶspoƌte Ǉ estƌuĐtuƌas de supeƌfiĐie Đelulaƌ, eŶ la ďiosíŶtesis de 
ĐofaĐtoƌes, así Đoŵo eŶ el ŵetaďolisŵo de áĐidos gƌasos. DiĐhas deleĐioŶes paƌeĐeŶ 
haďeƌ oĐuƌƌido eŶ el pƌogeŶitoƌ de las espeĐies Ƌue aĐtualŵeŶte poseeŶ uŶ ƌaŶgo de 
hospedadoƌ taŶ diǀeƌso Đoŵo huŵaŶos eŶ ÁfƌiĐa, foĐas eŶ AƌgeŶtiŶa, Đaďƌas eŶ España 
Ǉ tejoŶes eŶ IŶglateƌƌa. 
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Es iŵpoƌtaŶte destaĐaƌ Ƌue M. ďoǀis posee uŶa ĐoŵposiĐióŶ de la paƌed Đelulaƌ 
Ǉ de las pƌoteíŶas seĐƌetadas Ƌue ǀaƌía ĐoŶ ƌespeĐto a la de M. tuďeƌĐulosis, ĐoŶ lo Đual 
GaƌŶieƌ Ǉ Đol. sugieƌeŶ Ƌue el pƌoĐeso eǀolutiǀo de M. ďoǀis Ŷo se ďasa eŶ la pƌeseŶĐia 
de geŶes de ǀiƌuleŶĐia espeĐífiĐos siŶo Ƌue otoƌgaŶ ŵaǇoƌ ƌeleǀaŶĐia a las alteƌaĐioŶes 
eŶ la eǆpƌesióŶ géŶiĐa Ǉ eŶ la eǆposiĐióŶ de ĐoŵpoŶeŶtes de la paƌed Đelulaƌ. 

Las ŵiĐoďaĐteƌias del MTBC se ĐaƌaĐteƌizaŶ poƌ seƌ ďaĐilos Gƌaŵ positiǀos, Ŷo 
ŵóǀiles, aeƌoďios, Ŷo espoƌulaŶtes, áĐido-alĐohol ƌesisteŶtes, Ƌue poseeŶ uŶ 
ĐƌeĐiŵieŶto iŶ ǀitƌo leŶto ;ϱ, ϲͿ. “egúŶ la ĐlasifiĐaĐióŶ de ƌiesgo/peligƌo de la 
OƌgaŶizaĐióŶ MuŶdial de la “alud AŶiŵal ;OIEͿ, M. ďoǀis es ĐoŶsideƌado uŶ 
ŵiĐƌooƌgaŶisŵo del gƌupo III poƌ lo Ƌue iŵpliĐa uŶ ƌiesgo iŶdiǀidual eleǀado, así Đoŵo 
uŶ ƌiesgo poďlaĐioŶal ďajo ;ϳͿ. 

 

 

 

 
 
Figuƌa ϭ. RepƌeseŶtaĐióŶ ĐiƌĐulaƌ del geŶoŵa de M. ďovis. La esĐala del ĐíƌĐulo eǆteƌŶo ;eŶ ŶegƌoͿ está 
ŵostƌada eŶ ŵegaďases. Los ĐíƌĐulos iŶteƌŶos ƌepƌeseŶtaŶ, desde afueƌa haĐia adeŶtƌo,  el ĐoŶteŶido 
de G+C Ǉ la ƌelaĐióŶ ;G-CͿ/ ;G+CͿ Ǉ estáŶ ŵostƌados eŶ uŶa esĐala de ϮϬ kď ;ϰͿ.   
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La tƌaŶsŵisióŶ de la TBB eŶtƌe espeĐies puede seƌ ŵediaŶte ǀía digestiǀa 
;iŶgestióŶ de láĐteos Ǉ sus deƌiǀados iŶfeĐtados siŶ pasteuƌizaƌͿ, oĐupaĐioŶal 
;tƌaďajadoƌes de estaďleĐiŵieŶtos gaŶadeƌos,  ǀeteƌiŶaƌios, eŶtƌe otƌosͿ, ĐutáŶea ;poƌ 
iŶǀasióŶ diƌeĐta de ŵuĐosas o heƌidas eŶ la pielͿ, geŶital o ĐoŶgéŶita. “iŶ eŵďaƌgo, la 
ƌuta de iŶfeĐĐióŶ ŵás fƌeĐueŶte es la aeƌógeŶa ŵediaŶte la eǆposiĐióŶ a aeƌosoles ĐoŶ 
paƌtíĐulas de gotas Ƌue ĐoŶteŶgaŶ M. ďoǀis, sieŶdo el poƌtal de eŶtƌada el pulŵóŶ. El 
ďoǀiŶo eŶfeƌŵo puede eliŵiŶaƌ ŵiĐƌogotas ĐoŶteŶieŶdo eŶtƌe ϭϬϬ-ϮϬϬ ďaĐilos poƌ 
ŵugido, ŵieŶtƌas Ƌue a tƌaǀés del estoƌŶudo Ǉ la tos se eliŵiŶaŶ ϭ o Ϯ ďaĐteƌias. Paƌa 
Ƌue la iŶfeĐĐióŶ se tƌaŶsŵita deŶtƌo de uŶ ƌodeo ďoǀiŶo, eǆisteŶ difeƌeŶtes faĐtoƌes a 
teŶeƌ eŶ ĐueŶta Đoŵo la ƌuta de iŶfeĐĐióŶ, la dosis iŶfeĐtiǀa, el peƌíodo de ĐoŶtaĐto ĐoŶ 
el aŶiŵal iŶfeĐtado, la fƌeĐueŶĐia de eǆĐƌeĐióŶ, así Đoŵo el estado iŶŵuŶe del aŶiŵal. 
EǆisteŶ estudios soďƌe tƌaŶsŵisióŶ de M. ďoǀis eŶ los Đuales se oďseƌǀa Ƌue diĐhos 
ďaĐilos soďƌeǀiǀeŶ eŶ ŵateƌia feĐal ĐoŶtaŵiŶada aƌtifiĐialŵeŶte poƌ peƌíodos de hasta 
ϰ ŵeses ;ϵͿ. A pesaƌ de esto, es pƌoďaďle Ƌue eŶ ĐoŶdiĐioŶes Ŷatuƌales la supeƌǀiǀeŶĐia 
eŶ espaĐios al aiƌe liďƌe Ǉ fueƌa del huésped sea ŵeŶoƌ deďido al efeĐto de la luz 
ultƌaǀioleta.   

La iŶfeĐĐióŶ puede afeĐtaƌ Ŷo sólo al gaŶado ďoǀiŶo ;húesped pƌiŵaƌioͿ, siŶo a 
huŵaŶos, aŶiŵales doŵéstiĐos Ǉ de gƌaŶja, Đoŵo así taŵďiéŶ a aŶiŵales Ƌue se 
eŶĐueŶtƌaŶ eŶ estado salǀaje ;ϴ, ϵͿ. EŶ Ŷuestƌo país, eǆisteŶ ƌepoƌtes de aislaŵieŶtos 
de M. ďoǀis eŶ aŶiŵales silǀestƌes tales Đoŵo ƌatas, zoƌƌos, Đoŵadƌejas, lieďƌes, feliŶos, 
loďos ŵaƌiŶos, llaŵas; Ǉ aŶiŵales de gƌaŶja Đoŵo Đeƌdos, Đaďƌas Ǉ oǀejas ;ϭϬ, ϭϭͿ. La 
tƌaŶsŵisióŶ ŵediaŶte los ƌeseƌǀoƌios Ǉ/ o diseŵiŶadoƌes salǀajes Ǉ doŵéstiĐos de M. 
ďoǀis supoŶe uŶ gƌaŶ pƌoďleŵa paƌa la eƌƌadiĐaĐióŶ de la tuďeƌĐulosis eŶ el gaŶado 
ďoǀiŶo.  
 

 

 
 

Taďla ϭ. Repoƌte del sisteŵa WAHIS-OIE de la pƌeseŶĐia poƌ seŵestƌe  de la TBB eŶ AƌgeŶtiŶa duƌaŶte 
el peƌíodo ϮϬϬϱ-ϮϬϭϰ eŶ aŶiŵales doŵéstiĐos Ǉ salvajes ;paƌte supeƌioƌ Ǉ paƌte iŶfeƌioƌ de la Đasilla, 
ƌespeĐtivaŵeŶteͿ.  

 

La dosis ŵíŶiŵa iŶfeĐtiǀa paƌa oƌigiŶaƌ la eŶfeƌŵedad depeŶde de la ǀía de 
tƌaŶsŵisióŶ. MieŶtƌas Ƌue paƌa uŶa iŶfeĐĐióŶ ǀía oƌal se ƌeƋuieƌe de uŶa dosis alta de 
ďaĐilos iŶfeĐtiǀos ;igual o ŵaǇoƌ a ϭϬϰ UFCͿ, las iŶfeĐĐioŶes ǀía aeƌógeŶa puedeŶ 
oƌigiŶaƌse ĐoŶ dosis ŵuǇ ďajas. EŶ estudios iŶ ǀitƌo doŶde se iŶfeĐtaƌoŶ las ŵuĐosas 
ƌespiƌatoƌias de ϮϬ teƌŶeƌos ĐoŶ ϭϬϬϬ, ϭϬϬ, ϭϬ Ǉ ϭ UFC, se oďseƌǀó uŶa ƌespuesta 
iŶŵuŶe espeĐífiĐa de IFN-γ e IL-ϰ, ƌesultados positiǀos al test de la tuďeƌĐuliŶa Ǉ 
apaƌiĐióŶ de lesioŶes Đoŵpatiďles ĐoŶ tuďeƌĐulosis eŶ la ŵitad de los aŶiŵales 
iŶfeĐtados ĐoŶ solaŵeŶte ϭ UFC ĐoŶteŶieŶdo eŶtƌe ϲ-ϴ ďaĐilos iŶfeĐtiǀos ǀiaďles ;ϭϮͿ. 
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ϭ.Ϯ PATOGENIA  
 

 

 

La TBB es uŶa eŶfeƌŵedad zooŶótiĐa ĐíĐliĐa, Ƌue posee distiŶtos peƌíodos eŶ su 
pƌoĐeso de eǀoluĐióŶ ĐaƌaĐteƌizados poƌ síŶtoŵas, lesioŶes Ǉ estados de 
hipeƌseŶsiďilidad pƌopios de Đada etapa. La eǀoluĐióŶ de la iŶfeĐĐióŶ está ĐoŶdiĐioŶada 
a diǀeƌsos faĐtoƌes ligados al huésped ;estado iŶŵuŶitaƌio, edad, geŶétiĐa, eŶtƌe otƌosͿ, 
al ďaĐilo ;Ŷúŵeƌo, ǀiƌuleŶĐia, eŶtƌe otƌosͿ Ǉ al ŵedio aŵďieŶte ;ϴͿ.  

UŶa ǀez pƌeseŶte la iŶfeĐĐióŶ tuďeƌĐulosa, se puedeŶ estaďleĐeƌ dos peƌíodos 
de diseŵiŶaĐióŶ de la ŵiĐoďaĐteƌia deŶtƌo del oƌgaŶisŵo iŶfeĐtado ;figuƌa ϮͿ: 
 

- Pƌiŵaƌio ;o tuďeƌĐulosis pƌiŵaƌiaͿ: “e ĐaƌaĐteƌiza poƌ el tƌaŶspoƌte de los 
ďaĐilos deŶtƌo de los ŵaĐƌófagos haĐia los gaŶglios liŶfátiĐos loĐales 
ŵediaŶte ǀía liŶfátiĐa. EŶ este etapa, el sisteŵa iŶŵuŶológiĐo del aŶiŵal 
iŶfeĐtado puede eliŵiŶaƌ las ŵiĐoďaĐteƌias alĐaŶzaŶdo la Đuƌa; puede llegaƌ 
a uŶa estaďilizaĐióŶ ;foĐo lateŶteͿ, eŶ doŶde ďaĐilos ǀiƌuleŶtos peƌŵaŶeĐeŶ 
poƌ ŵeses o años eŶƋuistados eŶ las lesioŶes siŶ deseŶĐadeŶaƌ la 
eŶfeƌŵedad; o ďieŶ, puede eǀoluĐioŶaƌ haĐia uŶa geŶeƌalizaĐióŶ pƌeĐoz 
iŶŵediata, ƌesultado de la diseŵiŶaĐióŶ de los ďaĐilos poƌ todo el 
oƌgaŶisŵo ŵediaŶte ǀía liŶfátiĐa o heŵátiĐa ĐoŶ la ĐoŶstaŶte apaƌiĐióŶ de 
lesióŶ eŶ diǀeƌsos óƌgaŶos Ǉ tejidos. DiĐhas lesioŶes, típiĐas de la 
tuďeƌĐulosis, soŶ el ƌesultado de uŶ pƌoĐeso de hipeƌseŶsiďilidad lo 
sufiĐieŶteŵeŶte aĐeŶtuado Đoŵo paƌa pƌoduĐiƌ ŶeĐƌosis. El foĐo ŶeĐƌótiĐo, 
puƌuleŶto o Đaseoso, puede ĐalsifiĐaƌse Ǉ la lesióŶ puede apaƌeĐeƌ ƌodeada 
de tejido de gƌaŶulaĐióŶ Ǉ poƌ uŶa Đápsula fiďƌosa, oƌigiŶaŶdo uŶ gƌaŶuloŵa 
Ŷodulaƌ ĐoŶoĐido Đoŵo tuďéƌĐulo. 
 

- Post-pƌiŵaƌio ;o tuďeƌĐulosis seĐuŶdaƌiaͿ: La diseŵiŶaĐióŶ del ďaĐilo Ŷo se 
lleǀa a Đaďo poƌ ǀía liŶfoheŵátiĐa, siŶo ŵediaŶte ǀía iŶtƌaĐaŶaliĐulaƌ. Poƌ 
ejeŵplo, ďƌoŶƋuios Ǉ ďƌoŶƋuiolos eŶ el pulŵóŶ, túďulos ƌeŶales eŶ el ƌiñóŶ, 
ĐoŶduĐtos galaĐtófoƌos eŶ las gláŶdulas ŵaŵaƌias. De esta ŵaŶeƌa, los 
gaŶglios ƌegioŶales Ŷo se eŶĐueŶtƌaŶ Đoŵpƌoŵetidos, siŶo Ƌue la lesióŶ es 
ĐƌóŶiĐa eŶ el óƌgaŶo iŶfeĐtado ĐoŶ la posteƌioƌ apaƌiĐióŶ de gƌaŶuloŵas 
tuďeƌĐulosos Đaseosos ;foĐos aĐiŶosos Ǉ aĐiŶo-ŶodososͿ, ďƌoŶƋuitis Đaseosa, 
ĐoŶ foƌŵaĐióŶ de úlĐeƌas deďido a la pƌeseŶĐia de tuďéƌĐulos ŵiliaƌes eŶ la 
ďifuƌĐaĐióŶ de la tƌáƋuea Ǉ ďƌoŶƋuios, así Đoŵo apaƌiĐióŶ de Ŷódulos Ǉ 
ĐaǀeƌŶas foƌŵadas poƌ la ĐoŶflueŶĐia de los foĐos aŶtes ŵeŶĐioŶados eŶ el 
eǆtƌeŵo Đaudal de los lóďulos diafƌagŵátiĐos. NoƌŵalŵeŶte, este peƌíodo 
de tuďeƌĐulosis oƌgáŶiĐa ĐƌóŶiĐa puede eǀoluĐioŶaƌ haĐia uŶa geŶeƌalizaĐióŶ 
aguda taƌdía poƌ ǀía liŶfoheŵátiĐa ĐoŶ la ĐoŶseĐueŶte ŵueƌte del aŶiŵal 
deďido a uŶ Đolapso eŶ la ƌesisteŶĐia pulŵoŶaƌ ;ϴͿ.  
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Figuƌa ϭ. EsƋueŵa evolutivo de la patogeŶia de la tuďeƌĐulosis ďoviŶa ;ϴͿ. 

 

 

 

 DuƌaŶte la tuďeƌĐulosis pƌiŵaƌia, el peƌíodo de geŶeƌalizaĐióŶ iŶŵediata puede 
pƌeseŶtaƌse eŶ foƌŵa aguda o ŵodeƌada. La pƌiŵeƌa, se pƌeseŶta ĐuaŶdo la 
diseŵiŶaĐióŶ del ďaĐilo eŶ el iŶdiǀiduo se lleǀa a Đaďo de ŵaŶeƌa uŶifoƌŵe, ĐoŶ la 
ĐoŶseĐueŶte iŶfeĐĐióŶ siŵultáŶea eŶ el pulŵóŶ Ǉ otƌos óƌgaŶos. EŶ este Đaso, se 
pƌeseŶtaŶ lesioŶes asoĐiadas a la tuďeƌĐulosis ŵiliaƌ aguda ĐoŶ foƌŵaĐióŶ de 
tuďéƌĐulos gƌises o aŵaƌillos de taŵaño peƋueño ;siŵilaƌ a uŶa seŵilla de ŵijoͿ, juŶto 
ĐoŶ la poteŶĐial apaƌiĐióŶ de lesioŶes eǆudatiǀas. Poƌ otƌa paƌte, la foƌŵa ŵodeƌada se 
ŵaŶifiesta leŶtaŵeŶte ĐuaŶdo eǆiste ƌesisteŶĐia paƌĐial Ǉ diseŵiŶaĐióŶ liŶfoheŵátiĐa 
pauĐiďaĐilaƌ ;de poĐos ďaĐilosͿ. AƋuí se pƌeseŶtaŶ lesioŶes poliŵoƌfas eŶ diǀeƌsos 
óƌgaŶos ;Ŷodulaƌes, Đaseo-ĐalĐáƌeas, fiďƌosas, eǆudatiǀas, eŶtƌe otƌasͿ, daŶdo lugaƌ a 
difeƌeŶtes Đuadƌos de tuďeƌĐulosis. Poƌ ejeŵplo, la tuďeƌĐulosis Ŷodulaƌ-Ŷodosa, doŶde 
se eǆhiďeŶ poĐos Ŷódulos de difeƌeŶtes pƌopoƌĐioŶes Ƌue ǀaŶ desde ŵiliaƌes hasta el 
taŵaño de uŶa Ŷuez; la tuďeƌĐulosis peƌlada, de ĐaƌáĐteƌ eǆudatiǀo ĐoŶ Ŷódulos de 
ĐoŶsisteŶĐia Đaseoso-ĐalĐifiĐada ĐoŶ uŶ taŵaño siŵilaƌ al de uŶa leŶteja hasta uŶa 
Điƌuela loĐalizados eŶ el pleuƌa, taŶto ǀisĐeƌal Đoŵo paƌietal; Ǉ la tuďeƌĐulosis a gƌaŶdes 
Ŷódulos, Ƌue ƌaƌaŵeŶte se pƌeseŶta eŶ ďoǀiŶos. 
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ϭ.ϯ INMUNOPATOGENIA 

 

 

  

 Los ďaĐilos al seƌ iŶhalados poƌ el aŶiŵal, iŶgƌesaŶ a los alǀeólos pulŵoŶaƌes 
del tƌaĐto ƌespiƌatoƌio. CuaŶdo el patógeŶo soďƌepasa la ďaƌƌeƌa del epitelio Điliado de 
los ďƌoŶƋuios Ǉ las defeŶsiŶas aŶtiŵiĐƌoďiaŶas pƌoduĐidas poƌ los ŶeuŵoĐitos, 
ĐoŵieŶza el ƌol del sisteŵa del ĐoŵpleŵeŶto Đoŵo paƌte de uŶa ƌespuesta iŶŶata 
lleǀada a Đaďo ŵediaŶte uŶa ĐoleĐĐióŶ de difeƌeŶtes Đlases de pƌoteíŶas soluďles Ƌue 
puedeŶ eŶĐoŶtƌaƌse eŶ la saŶgƌe Ǉ otƌos fluidos. DiĐhas ŵoléĐulas pƌoteiĐas faĐilitaŶ la 
ĐaptaĐióŶ Ǉ posteƌioƌ destƌuĐĐióŶ de los patógeŶos poƌ paƌte de las Đélulas fagoĐítiĐas 
alǀeolaƌes, Đoŵo ŵaĐƌófagos, gƌaŶuloĐitos Ǉ Đélulas pƌeseŶtadoƌas de aŶtígeŶos ;APCs 
del iŶglés aŶtigeŶ-pƌeseŶtiŶg ĐellsͿ. De esta ŵaŶeƌa, la ŵiĐoďaĐteƌia puede seƌ 
opsoŶizada ĐoŶ pƌoteíŶas del ĐoŵpleŵeŶto Ƌue luego seƌáŶ ƌeĐoŶoĐidas poƌ los 
ŵaĐƌófagos alǀeolaƌes ŵediaŶte ƌeĐeptoƌes del sisteŵa de ĐoŵpleŵeŶto. “i el pƌoĐeso 
de opsoŶizaĐióŶ Ŷo es aĐtiǀado, el ƌeĐoŶoĐiŵieŶto se lleǀa a Đaďo ŵediaŶte pƌoteíŶas 
de uŶióŶ a Đaƌďohidƌatos tales Đoŵo ŵaŶosa ;MBL del iŶglés ŵaŶŶose-ďiŶdiŶg leĐtiŶͿ 
poƌ lo Ƌue el sisteŵa del ĐoŵpleŵeŶto tieŶe lugaƌ ǀía ŵeĐaŶisŵo de las leĐtiŶas. 
PaƌalelaŵeŶte, a tƌaǀés de los ƌeĐeptoƌes tipo Toll ;TLR del iŶglés Toll-like ƌeĐeptoƌsͿ 
pƌeseŶtes eŶ la supeƌfiĐie del ŵaĐƌófago se ƌeĐoŶoĐeŶ patƌoŶes ŵoleĐulaƌes asoĐiados 
al patógeŶo ;PAMP“ del iŶglés pathogeŶ-assoĐiated ŵoleĐulaƌ patteƌŶsͿ pƌeseŶtes eŶ 
la supeƌfiĐie del ďaĐilo. Las ŵiĐoďaĐteƌias poseeŶ eŶ su paƌed Đelulaƌ gluĐolípidos Đoŵo 
los lipoŵaŶaŶos Ƌue fuŶĐioŶaŶ Đoŵo ligaŶdo de los TLR-Ϯ heteƌodiŵéƌiĐos. UŶa ǀez 
oĐuƌƌida diĐha uŶióŶ, ŵediaŶte uŶa ĐasĐada de señalizaĐióŶ, se pƌoduĐe la aĐtiǀaĐióŶ 
de difeƌeŶtes faŵilias de faĐtoƌes de tƌaŶsĐƌipĐióŶ eŶtƌe los Ƌue se eŶĐueŶtƌaŶ, 
pƌoteíŶas aĐtiǀadoƌas ϭ ;AP-ϭ del iŶglés aĐtiǀatoƌ pƌoteiŶ ϭͿ, el faĐtoƌ ƌeguladoƌ de 
iŶteƌfeƌóŶ ;IRF del iŶglés iŶteƌfeƌóŶ ƌegulatoƌǇ faĐtoƌͿ, Ǉ el faĐtoƌ NFκB. EŶ 
ĐoŶseĐueŶĐia, se iŶduĐe la eǆpƌesióŶ taŶto de ĐitoƋuiŶas iŶflaŵatoƌias, ƋuiŵioĐiŶas 
;ĐitoƋuiŶas Ƌuiŵio-atƌaǇeŶtesͿ, péptidos aŶtiŵiĐƌoďiaŶos, así Đoŵo iŶteƌfeƌoŶes tipo I. 

UŶ efeĐto iŵpoƌtaŶte de la iŶteƌaĐĐióŶ eŶtƌe patógeŶos Ǉ ŵaĐƌófagos tisulaƌes 
es la aĐtiǀaĐióŶ de otƌos ŵaĐƌófagos Ǉ Đélulas del sisteŵa iŶŵuŶe iŶŶato Ƌue liďeƌaŶ 
peƋueñas ĐitoƋuiŶas Ǉ ƋuiŵioĐiŶas, tales Đoŵo IL-ϲ ;iŶteƌleuƋuiŶa ϲͿ, IL-ϭϮ 
;iŶteƌleuƋuiŶa ϭϮͿ, IL-ϭβ ;iŶteƌleuƋuiŶa ϭβͿ, TNF-α ;faĐtoƌ de ŶeĐƌosis tuŵoƌal αͿ, 
CXCLϴ ;IL-ϴͿ, eŶtƌe otƌos.  CXCLϴ es uŶ Ƌuiŵio-atƌaǇeŶte Ƌue peƌŵite el ƌeĐlutaŵieŶto 
al  sitio de iŶfeĐĐióŶ de Ŷeutƌófilos, ďasófilos Ǉ liŶfoĐitos T ;LTͿ, ŵieŶtƌas Ƌue IL-ϭϮ 
ĐoŶlleǀa la aĐtiǀaĐióŶ de las Đélulas asesiŶas ;NK del iŶglés Ŷatuƌal killeƌͿ e iŶduĐe la 
difeƌeŶĐiaĐióŶ de LT CDϰ eŶ liŶfoĐitos THϭ. La ƌespuesta iŶŵuŶe iŶŶata fƌeŶte a 
ďaĐteƌias iŶtƌaĐelulaƌes Đoŵo las ŵiĐoďaĐteƌias tieŶe Đoŵo efeĐtoƌes a los fagoĐitos Ǉ a 
las Đélulas NK.  
 EǆisteŶ patógeŶos Ƌue iŶduĐeŶ uŶa ƌespuesta iŶŵuŶe efiĐaz, siŶ eŵďaƌgo estos 
ŵiĐƌooƌgaŶisŵos haŶ eǀoluĐioŶado ŵeĐaŶisŵos espeĐiales paƌa ƌesistiƌ su efeĐto. Las 
ŵiĐoďaĐteƌias fagoĐitadas puedeŶ eǀitaƌ su destƌuĐĐióŶ Ǉ utilizaƌ a los ŵaĐƌófagos 
Đoŵo hospedadoƌ pƌiŵaƌio.  EŶ este Đaso, pƌeǀieŶeŶ la fusióŶ del fagosoŵa ĐoŶ los 
lisosoŵas, poƌ lo Ƌue la ďaĐteƌia eǀita la foƌŵaĐióŶ de los fagolisosoŵas Ƌue poseeŶ 
ďajo pH Ǉ, eŶ ĐoŶseĐueŶĐia, su destƌuĐĐióŶ iŶtƌaĐelulaƌ.  
 La ƌespuesta iŶŵuŶe adaptatiǀa tieŶe lugaƌ ĐuaŶdo ŵaĐƌófagos iŶfeĐtados 
pƌeseŶtaŶ eŶ su supeƌfiĐie aŶtígeŶos ŵiĐoďaĐteƌiaŶos ǀía el Đoŵplejo de 
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histoĐoŵpatiďilidad ŵaǇoƌ II ;MHC II del iŶglés ŵajoƌ histoĐoŵpatiďilitǇ ĐoŵpleǆͿ paƌa 
Ƌue puedaŶ seƌ ƌeĐoŶoĐidos poƌ Đélulas T CDϰ efeĐtoƌas poƌ lo Ƌue se pƌoduĐe la 
aĐtiǀaĐióŶ de los liŶfoĐitos Ŷaiǀe. Adeŵás, es ŶeĐesaƌia uŶa señal Đoestiŵulatoƌia Ƌue 
pƌoŵueǀa la soďƌeǀida de los liŶfoĐitos. FiŶalŵeŶte, las APCs seĐƌetaŶ ĐitoƋuiŶas, 
Đoŵo IL-ϭϮ e IFN-γ ;iŶteƌfeƌóŶ GaŵŵaͿ, iŶǀoluĐƌadas eŶ la difeƌeŶĐiaĐióŶ de los Đélulas 
T CDϰ haĐia liŶfoĐitos de suďĐlase THϭ. CuaŶdo estas Đélulas efeĐtoƌas ƌeĐoŶoĐeŶ 
aŶtígeŶos,  geŶeƌaŶ, a su ǀez, las ĐitoƋuiŶas pƌeǀiaŵeŶte ŵeŶĐioŶadas Ƌue faǀoƌeĐeƌáŶ 
uŶa ŵaǇoƌ difeƌeŶĐiaĐióŶ de liŶfoĐitos THϭ, así Đoŵo uŶa aĐtiǀaĐióŶ de los ŵaĐƌófagos 
ĐoŶ el fiŶ de destƌuiƌ las ŵiĐoďaĐteƌias. EŶ este seŶtido, el sisteŵa iŶŵuŶe iŶŶato Ƌue 
ƌeĐoŶoĐe eŶ uŶ pƌiŶĐipio al ďaĐilo, iŶiĐia uŶa seƌie de ƌeaĐĐioŶes Ƌue ĐoŶeĐtaŶ uŶa 
ƌespuesta iŶŶata ĐoŶ uŶa ƌespuesta adaptatiǀa.  

CuaŶdo patógeŶos iŶtƌaĐelulaƌes o alguŶo de sus ĐoŶstituǇeŶtes Ŷo puedeŶ seƌ 
eliŵiŶados ŵediaŶte la aĐtiǀaĐióŶ de los ŵaĐƌófagos ŵediada poƌ liŶfoĐitos THϭ, se 
desaƌƌolla uŶa ƌespuesta iŶflaŵatoƌia loĐalizada ĐaƌaĐteƌístiĐa deŶoŵiŶada 
hipeƌseŶsiďilidad ƌetaƌdada ;del tipo IVͿ Ƌue se ĐaƌaĐteƌiza poƌ la foƌŵaĐióŶ de uŶ 
gƌaŶuloŵa. Esta estƌuĐtuƌa ĐoŶsiste eŶ uŶ ŶúĐleo ĐeŶtƌal de ŵaĐƌófagos fusioŶados 
Ƌue daŶ oƌigeŶ a Đélulas gigaŶtes ŵultiŶuĐleadas llaŵadas Đélulas de LaŶghaŶs, 
ƌodeadas pƌiŵeƌo de gƌaŶdes ŵaĐƌófagos deŶoŵiŶados Đélulas epitelioides, Ǉ luego 
poƌ Đélulas T, ŵuĐhas de las Đuales puedeŶ seƌ CDϰ+. Las Đélulas de LaŶghaŶs soŶ 
ƌedoŶdas ĐoŶ uŶa distƌiďuĐióŶ ŵultiŶuĐleaƌ peƌiféƌiĐa. Poƌ otƌo lado,  las Đélulas 
epitelioides, siŵilaƌes a las Đélulas epiteliales,  se ĐaƌaĐteƌizaŶ poƌ poseeƌ uŶ ŶúĐleo 
gƌaŶde Ǉ ǀesiĐuloso, uŶ Đitoplasŵa aďuŶdaŶte ĐoŶ aspeĐto de eosiŶófilo pálido, así 
Đoŵo uŶ ŵaǇoƌ desaƌƌollo del ƌetíĐulo eŶdoplasŵátiĐo ƌugoso Ǉ del apaƌato de Golgi, 
poƌ lo Ƌue sugieƌe uŶa fuŶĐioŶalidad destaĐada paƌa la seĐƌeĐióŶ ;ϴ, ϭϯͿ. 

La foƌŵaĐióŶ de gƌaŶuloŵas es uŶ ŵeĐaŶisŵo Ƌue peƌŵite al sisteŵa iŶŵuŶe 
deliŵitaƌ la loĐalizaĐióŶ de los ageŶtes patógeŶos Ƌue Ŷo puedeŶ seƌ destƌuidos. EŶ la 
tuďeƌĐulosis, el ŶúĐleo ĐeŶtƌal de los gƌaŶuloŵas se ǀuelǀe taŶ aislado Ƌue las Đélulas 
ŵueƌeŶ, pƌoďaďleŵeŶte poƌ los efeĐtos ĐitotóǆiĐos de los ŵaĐƌófagos aĐtiǀados Ǉ la 
falta de oǆígeŶo. Deďido a Ƌue el tejido ŶeĐƌótiĐo ĐeŶtƌal posee aspeĐto de Ƌueso, este 
pƌoĐeso se ĐoŶoĐe Đoŵo ŶeĐƌosis Đaseosa. De esta ŵaŶeƌa, auŶƋue la aĐtiǀaĐióŶ de 
liŶfoĐitos THϭ puede oĐasioŶaƌ Đuadƌos patológiĐos, si Ŷo se iŶaĐtiǀaƌa se pƌoduĐiƌía 
uŶa diseŵiŶaĐióŶ del ďaĐilo iŶĐoŶtƌolada ĐoŶ la posteƌioƌ ŵueƌte del aŶiŵal ;ϭϯͿ. 
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Figuƌa ϯ. EsƋueŵa doŶde se oďseƌva la foƌŵaĐióŶ de uŶ gƌaŶuloŵa tuďeƌĐuloso ;ϭϯͿ. 

 

 

ϭ.ϰ IMPACTO EN SALUD PÚBLICA 

 

 

 La TBB ĐoŶlleǀa uŶ poteŶĐial ƌiesgo eŶ salud púďliĐa al tƌataƌse de uŶa zooŶosis. 
EŶ AƌgeŶtiŶa, la eŶfeƌŵedad huŵaŶa Đausada poƌ M. ďoǀis ƌepƌeseŶta 
apƌoǆiŵadaŵeŶte el Ϭ,ϱ% de los Đasos ĐoŶ ĐoŶfiƌŵaĐióŶ ďaĐteƌiológiĐa ;ϭϭͿ, 
alĐaŶzaŶdo uŶ ŵáǆiŵo eŶ ƌegioŶes de ŵaǇoƌ pƌoduĐĐióŶ leĐheƌa Đoŵo la pƌoǀiŶĐia de 
“aŶta Fe ;ϲ%Ϳ. Más de la ŵitad de los Đasos estáŶ ƌelaĐioŶados a uŶa tƌaŶsŵisióŶ del 
tipo oĐupaĐioŶal, Ǉa Ƌue los iŶdiǀiduos se eŶĐueŶtƌaŶ ǀiŶĐulados a taƌeas ƌuƌales Đoŵo 
lo soŶ eŵpleados eŶ fƌigoƌífiĐos, eŶ plaǇas de faeŶa Ǉ eŶ taƌeas de taŵďo, ǀeteƌiŶaƌios, 
laďoƌatoƌistas, estudiaŶtes ƌuƌales Ǉ tƌaŶspoƌtistas de leĐhe Ǉ gaŶado. 
 EŶ Ŷuestƌo país, la ĐapaĐidad téĐŶiĐa de la Red NaĐioŶal de Laďoƌatoƌios fue 
iŶĐƌeŵeŶtada eŶ los últiŵos años. EǆisteŶ ϳϭϰ laďoƌatoƌios Ƌue efeĐtúaŶ diagŶóstiĐo 
de tuďeƌĐulosis ŵediaŶte eǆáŵeŶes ŵiĐƌosĐópiĐos diƌeĐtos del esputo. EŶ ϭϵ de ellos 
se ƌealizaŶ pƌueďas de seŶsiďilidad a las dƌogas aŶtituďeƌĐulosas, Ǉ eŶ ϭϰ, téĐŶiĐas de 
ideŶtifiĐaĐióŶ feŶo Ǉ geŶotípiĐas. EŶ el IŶstituto NaĐioŶal de EŶfeƌŵedades 
Respiƌatoƌias ¨Dƌ. Eŵilio CoŶi¨ ;INERͿ depeŶdieŶte de la AdŵiŶistƌaĐióŶ NaĐioŶal de 
Laďoƌatoƌios e IŶstitutos de “alud ;ANLI“Ϳ, así Đoŵo eŶ los Hospitales CetƌáŶgolo Ǉ 
Muñiz; se ƌealizaŶ ƌutiŶaƌiaŵeŶte Đultiǀos eŶ ŵedios “toŶeďƌiŶk ĐoŶ piƌuǀato ĐoŶ el fiŶ 
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de seleĐĐioŶaƌ el ĐƌeĐiŵieŶto de M. ďoǀis ;ϭϱͿ. 
 EŶ uŶ estudio ƌealizado eŶ el INER-ANLI“  de la pƌoǀiŶĐia de “aŶta Fé duƌaŶte el 
peƌíodo ϭϵϳϳ-ϮϬϬϭ se iŶǀestigaƌoŶ ŵuestƌas de apƌoǆiŵadaŵeŶte ϭϱϬ.ϬϬϬ peƌsoŶas. 
De los ϰ.Ϯϰϯ aislaŵieŶtos ďaĐteƌiológiĐos, el ϵϱ,ϴ% ĐoƌƌespoŶdió a M. tuďeƌĐulosis, el 
ϭ,ϵ% a espeĐies del Đoŵplejo M. aǀiuŵ ;MAC del iŶglés MǇĐoďaĐteƌiuŵ aǀiuŵ 
Đoŵpleǆ)  Ǉ el Ϯ,ϯ% a M. ďoǀis. Los Đasos de tuďeƌĐulosis huŵaŶa Đausada poƌ esta 
últiŵa espeĐie, tuǀieƌoŶ loĐalizaĐióŶ pulŵoŶaƌ Ǉ Ŷo se pƌeseŶtaƌoŶ eŶ Ŷiños siŶo eŶ 
peƌsoŶas ĐoŶ uŶa edad ŵedia de ϰϱ años. PaƌalelaŵeŶte, se oďseƌǀó Ƌue el ϲϱ% de los 
paĐieŶtes tuǀo ƌelaĐióŶ laďoƌal diƌeĐta ĐoŶ el gaŶado ;ϭϭͿ. EŶ el últiŵo peƌíodo de 
estudio ;ϮϬϬϮ-ϮϬϭϭͿ se ŶotifiĐaƌoŶ ϭϬϴϬ Đasos de tuďeƌĐulosis, de los Đuales ϭϳ fueƌoŶ 
Đausados poƌ M. ďoǀis, oďseƌǀáŶdose uŶa disŵiŶuĐióŶ leŶta eŶ la fƌeĐueŶĐia ƌelatiǀa 
de la TBB ;ϭϱͿ. 

 

 

 
Años 

N° de casos de 

tuberculosis 
HIV/ SIDA 

Casos por M. bovis 

N° (%) 

INER-ANLIS 

1978-1981 718 NR
 a

 15 (2,08) 

1982-1991 1993 Neg / NR 58 (2,91) 

1992-2001 1380 Neg / NR 23 (1,66) 

2002-2011 1080 Neg / NR 17 (1,57) 

Hosp. 

Cetrángolo 

2001-2005 1470 Neg / NR 5 (0,34) 

2006-2011 2485 2421 Neg/ NR -64 Pos 9 (0,36)
 b

 

Hosp. Muñiz 

1971 2157 NR 38 (1,76) 

1977-1982 6361 NR 57 (0,90) 

1981-1991 10240 
10.000 Neg/ NR - 240 

Pos 
97 (0,95)

 c
 

1996-2008 9750 NR 39 (0,40) 
a
NR = no registrado  

b
Un caso HIV+ presentó tuberculosis causada por M. bovis 

cDos casos HIV+ presentaron tuberculosis causada por M. bovis 

 
Taďla Ϯ. Casos de tuďeƌĐulosis Đausados poƌ M. ďovis eŶ ƌelaĐióŶ al total de Đasos de tuďeƌĐulosis 
diagŶostiĐados ;ϭϱͿ. 
 

 

 

EŶ el Hospital CetƌáŶgolo, uďiĐado eŶ el paƌtido de ViĐeŶte López de la 
pƌoǀiŶĐia de BueŶos Aiƌes, los poƌĐeŶtajes de tuďeƌĐulosis Đausadas poƌ M. ďoǀis eŶ 
ƌelaĐióŶ a los Đasos de tuďeƌĐulosis diagŶostiĐados fueƌoŶ de Ϭ,ϯϰ% Ǉ Ϭ,ϯϲ% duƌaŶte 
los peƌíodos ϮϬϬϭ-ϮϬϬϱ Ǉ ϮϬϬϲ-ϮϬϭϭ, ƌespeĐtiǀaŵeŶte. DuƌaŶte el pƌiŵeƌ peƌíodo 
ŶiŶguŶo de los paĐieŶtes fue diagŶostiĐado ĐoŶ HIV. EŶ el seguŶdo peƌíodo, ϲϰ de los 
Ϯϰϴϱ paĐieŶtes ĐoŶ tuďeƌĐulosis ƌesultaƌoŶ HIV positiǀos, sieŶdo uŶa de las iŶfeĐĐioŶes 
tuďeƌĐulosas oƌigiŶadas poƌ M. ďoǀis. Poƌ otƌo lado, eŶ el Hospital Muñiz, la fƌeĐueŶĐia 
ƌelatiǀa de M. ďoǀis disŵiŶuǇó de ϭ,ϴ% eŶ ϭϵϳϭ a Ϭ,ϰ% eŶ el peƌíodo ϭϵϵϲ-ϮϬϬϴ ;ϭϱͿ. 

“egúŶ el sisteŵa ŵuŶdial de iŶfoƌŵaĐióŶ zoosaŶitaƌia ;WAHI“ del iŶglés Woƌld 
AŶiŵal Health IŶfoƌŵatioŶ Dataďase) adŵiŶistƌado poƌ la OIE, eŶ AƌgeŶtiŶa se 
ƌepoƌtaƌoŶ ϭϯϰϳϴ Đasos huŵaŶos de TBB duƌaŶte el peƌíodo ϮϬϬϱ-ϮϬϭϰ, ĐoŶ uŶ 
Ŷúŵeƌo de Đasos ŵoƌtales Ƌue llega al ϱ,Ϯϵ% ;ϳϭϯ ŵueƌtosͿ. 
 A pesaƌ Ƌue la iŶfeĐĐióŶ oƌigiŶada poƌ M. ďoǀis es ĐoŵúŶ eŶ el gaŶado ďoǀiŶo, 
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eǆisteŶ ďaƌƌeƌas de pƌoteĐĐióŶ paƌa el hoŵďƌe, tales Đoŵo el ĐoŶtƌol saŶitaƌio poƌ 
paƌte de la iŶspeĐĐióŶ ǀeteƌiŶaƌia eŶ estaďleĐiŵieŶtos gaŶadeƌos; la pasteuƌizaĐióŶ o 
heƌǀido de la leĐhe ;ϲϱ°C duƌaŶte ϯϬ ŵiŶutosͿ; la ĐoƌƌeĐta apliĐaĐióŶ Ǉ seguiŵieŶto de 
ŵedidas higiéŶiĐas-saŶitaƌias, Đoŵo lo soŶ la liŵpieza Ǉ desiŶfeĐĐióŶ; así Đoŵo el uso 
de eƋuipos de pƌoteĐĐióŶ iŶdiǀidual, espeĐialŵeŶte paƌa pƌeǀeŶiƌ la tƌaŶsŵisióŶ 
ƌespiƌatoƌia ;ϭϰͿ. 
  

 

ϭ.ϱ IMPACTO ECONÓMICO 

 

 

La TBB se ĐoŶǀieƌte eŶ uŶa liŵitaŶte paƌa el ĐoŵeƌĐio ŶaĐioŶal e iŶteƌŶaĐioŶal 
de pƌoduĐtos Ǉ suďpƌoduĐtos de oƌigeŶ peĐuaƌio Ǉa Ƌue ƌepƌeseŶta sigŶifiĐaŶtes 
péƌdidas pƌoduĐtiǀas al disŵiŶuiƌ la pƌoduĐĐióŶ de ĐaƌŶe Ǉ leĐhe. EŶ este seŶtido,  
AƌgeŶtiŶa ĐoŶ apƌoǆiŵadaŵeŶte ϯ.ϰϬϬ.ϬϬϬ ďoǀiŶos leĐheƌos ;ϭϱͿ Ǉ sieŶdo uŶ país 
pƌoduĐtoƌ Ǉ eǆpoƌtadoƌ de ĐaƌŶe, láĐteos Ǉ sus deƌiǀados, ƌeƋuieƌe de uŶa ŵaƌĐada 
iŶteƌaĐĐióŶ eŶtƌe los aĐtoƌes iŶǀoluĐƌados eŶ las distiŶtas ĐadeŶas pƌoduĐtiǀas ;seĐtoƌ 
púďliĐo Ǉ pƌiǀadoͿ, ĐoŶ el fiŶ de aǀaŶzaƌ eŶ el ĐoŶtƌol Ǉ eƌƌadiĐaĐióŶ de la TBB.  

Desde el año ϮϬϭϮ se eŶĐueŶtƌa ǀigeŶte el Pƌogƌaŵa NaĐioŶal de CoŶtƌol Ǉ 
EƌƌadiĐaĐióŶ de TBB, apƌoďado a tƌaǀés de la ResoluĐióŶ N° ϭϮϴ poƌ el “eƌǀiĐio NaĐioŶal 
de “aŶidad Ǉ Calidad AgƌoaliŵeŶtaƌia ;“ENA“AͿ Ǉ el MiŶisteƌio de AgƌiĐultuƌa, 
GaŶadeƌía Ǉ PesĐa ;MAGYPͿ. DiĐho pƌogƌaŵa ĐoŶteŵpla el aďoƌdaje saŶitaƌista paƌa 
Đada sisteŵa pƌoduĐtiǀo, ŶoƌŵalizaŶdo las pautas a seguiƌ paƌa oďteŶeƌ el ĐaƌáĐteƌ de 
estaďleĐiŵieŶto liďƌe. Al año ϮϬϭϭ, la pƌoǀiŶĐia de Tieƌƌa del Fuego juŶto a ϲϵϰϴ 
estaďleĐiŵieŶtos fueƌoŶ ofiĐialŵeŶte deĐlaƌados liďƌes de TBB poƌ “ENA“A ;ϭϭͿ. “iŶ 
eŵďaƌgo, segúŶ la OIE, la pƌeseŶĐia de la eŶfeƌŵedad al día de la feĐha aúŶ se 
eŶĐueŶtƌa liŵitada a uŶa o ǀaƌias zoŶas. 

EŶ Ŷuestƌo país, las péƌdidas eĐoŶóŵiĐas pƌoduĐidas poƌ la tuďeƌĐulosis ďoǀiŶa 
se estiŵaŶ eŶ U“D ϲϯ.ϬϬϬ.ϬϬϬ/año. EŶtƌe las Đausas de péƌdida ŵás iŵpoƌtaŶtes se 
eŶĐueŶtƌaŶ el peso de los aŶiŵales afeĐtados deteĐtados eŶ faeŶa ;ϯϲ%Ϳ, la pƌoduĐĐióŶ 
de leĐhe ;ϭϯ%Ϳ, así Đoŵo el deĐoŵiso paƌĐial o total eŶ fƌigoƌífiĐos o ŵatadeƌos ;ϭϬ%Ϳ 
;ϭϲͿ. 
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ϭ.ϲ DIAGNÓSTICO 

 

ϭ.ϲ.ϭ CLÍNICO 

 

 

Los sigŶos ĐlíŶiĐos de la eŶfeƌŵedad iŶĐluǇeŶ deďilidad, péƌdida de apetito Ǉ 
peso, fieďƌe iŶteƌŵiteŶte, así Đoŵo tos Ǉ diaƌƌea. “u apaƌiĐióŶ depeŶde de la 
distƌiďuĐióŶ de los tuďéƌĐulos eŶ el iŶdiǀiduo. No oďstaŶte, eŶ ŵuĐhos Đasos los 
síŶtoŵas ĐaƌaĐteƌístiĐos Ŷo soŶ oďseƌǀados, iŶĐlusiǀe auŶ ĐuaŶdo la eŶfeƌŵedad afeĐta 
a ǀaƌios óƌgaŶos ;ϳͿ. Los síŶtoŵas ĐlíŶiĐos eǀideŶtes sueleŶ diagŶostiĐaƌse ĐuaŶdo los 
gaŶglios liŶfátiĐos supeƌfiĐiales se ǀeŶ Đoŵpƌoŵetidos deďido a Ƌue los ŵisŵos 
auŵeŶtaŶ hasta ϮϬ ǀeĐes su taŵaño oƌigiŶal ;ϴͿ. 

 

 

 

ϭ.ϲ.Ϯ BACTERIOLÓGICO 
 

 
A Ŷiǀel laďoƌatoƌio Ǉ paƌa la ideŶtifiĐaĐióŶ del ageŶte etiológiĐo se eŵplea la 

ďaĐteƌiología ;aislaŵieŶto Ǉ ĐaƌaĐteƌizaĐióŶ del ageŶteͿ Đoŵo test diagŶóstiĐo poƌ 
eǆĐeleŶĐia ;͞gold staŶdaƌd͟Ϳ.  

AŶtes de ƌealizaƌ el Đultiǀo, es ŶeĐesaƌio ƌealizaƌ uŶa hoŵogeŶeizaĐióŶ del 
tejido ĐoŶ áĐido sulfúƌiĐo ϭϬ%, áĐido oǆáliĐo ϱ%, ĐoŶ deteƌgeŶte ;Đloƌuƌo de 
heǆadeĐilpiƌidiŶio Ϭ,ϯϳϱ-Ϭ,ϳϱ%Ϳ o ďieŶ ŵediaŶte ŵétodo de Petƌoff ;ĐoŶ hidƌóǆido de 
sodio Ϯ-ϰ%Ϳ. De esta ŵaŶeƌa, se destƌuǇeŶ los ŵiĐƌooƌgaŶisŵos ĐoŶtaŵiŶaŶtes. La 
ŵezĐla áĐida o ďásiĐa es agitada duƌaŶte ϭϬ-ϭϱ ŵiŶutos a teŵpeƌatuƌa aŵďieŶte, 
Ŷeutƌalizada Ǉ ĐeŶtƌifugada. El soďƌeŶadaŶte se desĐaƌta Ǉ el pellet oďteŶido se 
sieŵďƌa eŶ ŵedios de Đultiǀo sólidos. El ŵedio “toŶeďƌiŶk peƌŵite uŶ ĐƌeĐiŵieŶto de 
ĐoloŶias de M. ďoǀis Ǉa Ƌue es espeĐífiĐo, a difeƌeŶĐia del ŵedio LoǁeŶsteiŶ-JeŶseŶ 
Ƌue Ŷo peƌŵite uŶ desaƌƌollo apƌopiado paƌa este ďaĐilo. Aŵďos ŵedios puedeŶ seƌ a 
ďase de hueǀo o ágaƌ Ǉ ĐoŶteŶeƌ piƌuǀato o ďieŶ piƌuǀato ĐoŶ gliĐeƌol. FiŶalŵeŶte, se 
iŶĐuďaŶ úŶiĐaŵeŶte a ϯϳ°C ĐoŶ o siŶ COϮ duƌaŶte uŶ peƌíodo ŵíŶiŵo de ϴ seŵaŶas Ǉ 
hasta, pƌefeƌeŶteŵeŶte, ϭϬ-ϭϮ seŵaŶas. La pƌiŵeƌa oďseƌǀaĐióŶ se ƌealiza a las ϰϴ 
hoƌas ĐoŶ el fiŶ de deteĐtaƌ ĐoŶtaŵiŶaĐióŶ seĐuŶdaƌia. Las oďseƌǀaĐioŶes siguieŶtes se 
ƌealizaŶ Đada seŵaŶa. CuaŶdo apaƌeĐeŶ ĐoloŶias, se pƌepaƌaŶ eǆteŶdidos a los Đuales 
se les ƌealiza la tiŶĐióŶ de )iehl-NeelseŶ ;)-NͿ ĐoŶ el fiŶ de ideŶtifiĐaƌ los ďaĐilos 
alĐohol-ƌesisteŶtes ;BAARͿ.  
 “e puede ƌealizaƌ uŶ aŶálisis pƌesuŶtiǀo ŵediaŶte la oďseƌǀaĐióŶ de la 
ŵoƌfología de las ĐoloŶias. De todas ŵaŶeƌas, Đada aislaŵieŶto deďe seƌ ĐoŶfiƌŵado, 
ĐoŶ el fiŶ de difeƌeŶĐiaƌ M. ďoǀis del ƌesto de los iŶtegƌaŶtes del MTBC. EŶ uŶ ŵedio 
sólido apƌopiado ĐoŶ piƌuǀato, las ĐoloŶias típiĐas de M. ďoǀis se ĐaƌaĐteƌizaŶ poƌ seƌ 
lisas Ǉ de Đoloƌ aŵaƌilleŶtas. EŶ ĐoŶtƌaste, M. tuďeƌĐulosis  puede foƌŵaƌ ĐoloŶias 
ƌugosas ĐoŶ aspeĐto de Đolifloƌ Ǉ difíĐiles de despƌeŶdeƌ del ŵedio; ŵieŶtƌas Ƌue las 
ĐoloŶias de las espeĐies del MAC puedeŶ seƌ lisas, húŵedas Ǉ de Đoloƌ ďlaŶĐo 
gƌisáĐeas.  
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 El ĐƌeĐiŵieŶto eŶ pƌeseŶĐia de dƌogas Ǉ a ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes difeƌeŶtes de las 
ŵisŵas depeŶde si los ŵedios soŶ a ďase de hueǀo o ágaƌ. M. ďoǀis es seŶsiďle a 
hidƌaĐida del áĐido Ϯ-tiofeŶo ĐaƌďoǆíliĐo e hidƌaĐida del áĐido isoŶiĐotíŶiĐo eŶ ŵedios 
Ƌue poseeŶ hueǀo Ǉ siŶ piƌuǀato. UŶ aŶálisis feŶotípiĐo de M. ďoǀis ŵuestƌa ƌesultados 
Ŷegatiǀos a los eŶsaǇos de pƌoduĐĐióŶ de ŶiaĐiŶa Ǉ Ŷitƌato. Paƌa el eŶsaǇo de aŵidasas, 
ƌesulta positiǀo paƌa la uƌeasa Ǉ Ŷegatiǀo paƌa la ŶiĐotiŶaŵidasa Ǉ piƌaziŶaŵidasa. 
PaƌalelaŵeŶte, este ďaĐilo se ĐaƌaĐteƌiza poƌ seƌ uŶ oƌgaŶisŵo ŵiĐƌoaeƌófilo Ǉ Ŷo-

ĐƌoŵogéŶiĐo ;ϳ, ϴͿ.  
“e ha ƌepoƌtado Ƌue soďƌe aŶiŵales ƌeaĐĐioŶaŶtes al test de tuďeƌĐuliŶa, eŶ el 

ϳϬ% de los Đasos se eǀideŶĐiaƌoŶ lesioŶes Đoŵpatiďles ĐoŶ tuďeƌĐulosis eŶ tejidos 
pulŵoŶaƌes, ŵieŶtƌas Ƌue M. ďoǀis fue aislado de hisopados Ŷasales eŶ el ϭϵ% de los 
Đasos ĐoŶfiƌŵados PPD positiǀos ;ϭϳͿ, dejaŶdo eŶ Đlaƌo la poteŶĐial eǆisteŶĐia de 
ƌeaĐĐioŶes falsas Ŷegatiǀas eŶ ďaĐteƌiología, adeŵás de ƌeƋueƌiƌ uŶ lapso de tieŵpo 
ĐoŶsideƌaďle paƌa logƌaƌ el aislaŵieŶto Ǉ ĐaƌaĐteƌizaĐióŶ del ageŶte etiológiĐo. DiĐhos 
ƌesultados falsos Ŷegatiǀos sueleŶ estaƌ asoĐiados a la iŶĐoƌƌeĐta toŵa Ǉ 
aĐoŶdiĐioŶaŵieŶto de las ŵuestƌas, Đoŵo así taŵďiéŶ al ŵétodo de deĐoŶtaŵiŶaĐióŶ 
utilizado Ƌue Ŷo sólo eliŵiŶa ŵiĐƌooƌgaŶisŵos ĐoŶtaŵiŶaŶtes siŶo Ƌue adeŵás 
pƌeseŶta efeĐtos peƌjudiĐiales paƌa las pƌopias ŵiĐoďaĐteƌias. Poƌ lo eǆpuesto es Ƌue 
ƌesulta ŶeĐesaƌia la ďúsƋueda de téĐŶiĐas diagŶóstiĐas ŵás ƌápidas, seŶĐillas Ǉ 
seŶsiďles ĐapaĐes de ĐoŵpleŵeŶtaƌ a la ďaĐteƌiología ĐoŶǀeŶĐioŶal ;ϭϭͿ.  
 

 

 

ϭ.ϲ.ϯ ANATOMO-HISTOPATOLÓGICO 
 

 
 El aŶálisis histopatológiĐo es de ĐaƌáĐteƌ pƌesuŶtiǀo Ǉ puede ƌealizaƌse si el  
tejido pƌeseŶta lesioŶes tuďeƌĐulosas ĐaƌaĐteƌístiĐas.  

MiĐƌosĐópiĐaŵeŶte, puedeŶ ideŶtifiĐaƌse lesioŶes del tipo pƌoduĐtiǀo o 

eǆudatiǀo. Las del pƌiŵeƌ tipo poseeŶ ĐaƌáĐteƌ ŶetaŵeŶte Đelulaƌ Ǉ ĐoŶ uŶa disposiĐióŶ 
ĐoŶĐéŶtƌiĐa de los difeƌeŶtes tipos de Đélulas, foƌŵaŶdo uŶa lesióŶ ĐiƌĐuŶsĐƌipta. “e 
oďseƌǀaŶ, desde el ŶúĐleo haĐia afueƌa, Đélulas de LaŶghaŶs, Đélulas epitelioides, 
ŵaĐƌófagos Ǉ, fiŶalŵeŶte, liŶfoĐitos. EŶ ĐoŶtƌaste, la lesióŶ eǆudatiǀa pƌeseŶta uŶ 
ĐaƌáĐteƌ iŶfiltƌatiǀo deďido a la aŵplia difusióŶ de M. ďoǀis, ĐoŶ la pƌeseŶĐia de uŶ 
eǆudado fiďƌiŶoso Ƌue ĐoŶtieŶe las Đélulas aŶteƌioƌŵeŶte ŵeŶĐioŶadas Ǉ uŶa alta 
ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de Ŷeutƌófilos. “olaŵeŶte eŶ la TBB, aŵďos tipos de lesioŶes tieŶdeŶ a 
sufƌiƌ uŶa ŶeĐƌosis ĐeŶtƌal Ƌue puede ĐalĐifiĐaƌse Ǉ Ƌue,  ŵiĐƌosĐópiĐaŵeŶte, se 
oďseƌǀa Đoŵo uŶa ŵasa hoŵogéŶea eosiŶófila Đlaƌa siŶ detalles Đelulaƌes. Coŵo las 
lesioŶes soŶ pauĐiďaĐilaƌes, los ŵiĐƌooƌgaŶisŵos áĐido-alĐohol ƌesisteŶtes teñidos 
ŵediaŶte )-N podƌíaŶ Ŷo seƌ deteĐtados. De todas ŵaŶeƌas, ĐoŶ el fiŶ de estaďleĐeƌ uŶ 
diagŶóstiĐo histopatológiĐo positiǀo, es eǆĐluǇeŶte la pƌeseŶĐia de Đélulas epitelioides 
;ϳ, ϴͿ.  
 El diagŶóstiĐo de la TBB a paƌtiƌ de uŶa lesióŶ ŵaĐƌosĐópiĐa pƌeseŶta 
difiĐultades Ǉa Ƌue su aspeĐto, taŵaño, Đoloƌ, ĐoŶsisteŶĐia Ǉ distƌiďuĐióŶ depeŶdeŶ de 
la ǀía de eŶtƌada Ǉ del peƌíodo de diseŵiŶaĐióŶ de la ďaĐteƌia. PaƌalelaŵeŶte, es 
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ŶeĐesaƌio teŶeƌ eŶ ĐueŶta la siŵilitud de la TBB ĐoŶ otƌos pƌoĐesos gƌaŶuloŵatosos 
Đoŵo la aĐtiŶoŵiĐosis, aĐtiŶoďaĐilosis, ĐaƌĐiŶoŵas ŵetastásiĐos, gƌaŶuloŵas a hoŶgos, 
paƌásitos Ǉ Đueƌpos eǆtƌaños Đoŵo pelos Ǉ Đƌistales ;ϴͿ. 
 

 

 

ϭ.ϲ.ϰ PRUEBA TUBERCULÍNICA-PPD 

 

 
La laďoƌ diagŶóstiĐa de la TBB tieŶe Đoŵo pƌotagoŶista a la iŶtƌadeƌŵoƌƌeaĐĐióŶ 

o pƌueďa tuďeƌĐulíŶiĐa- deƌiǀado pƌoteiĐo puƌifiĐado ;PPD del iŶglés puƌified pƌoteiŶ 
deƌiǀatiǀeͿ. Es uŶ test de sĐƌeeŶiŶg Ƌue deteĐta iŶŵuŶidad Đelulaƌ ŵediaŶte uŶa 
ƌeaĐĐióŶ loĐal de hipeƌseŶsiďilidad del tipo ƌetaƌdada ;tipo IVͿ ĐoŶ el fiŶ de estaďleĐeƌ 
uŶ diagŶóstiĐo iŶ ǀiǀo. DiĐha ƌespuesta se eŶĐueŶtƌa ŵediada poƌ liŶfoĐitos THϭ 
espeĐífiĐos paƌa la tuďeƌĐuliŶa. 

Las APCs ƌeĐoleĐtaŶ, pƌoĐesaŶ Ǉ pƌeseŶtaŶ la tuďeƌĐuliŶa, de ŵodo tal Ƌue los 
liŶfoĐitos THϭ pƌe-eǆisteŶtes ƌeĐoŶoĐeŶ los Đoŵplejos de MCH II juŶto ĐoŶ péptidos del 
aŶtígeŶo e iŶiĐiaŶ uŶa liďeƌaĐióŶ de ĐitoƋuiŶas iŶflaŵatoƌias Ƌue iŶĐluǇeŶ al TNF-β e 
IFN-γ. EŶ ĐoŶseĐueŶĐia, estos ŵediadoƌes ƋuíŵiĐos iŶduĐeŶ la eǆpƌesióŶ de ŵoléĐulas 
de adhesióŶ eŶ el eŶdotelio ǀasĐulaƌ, el Đual se aĐtiǀa ĐoŶ el fiŶ de ƌeĐlutaƌ fagoĐitos Ǉ 
aĐuŵulaƌ fluidos, auŵeŶtaŶdo la peƌŵeaďilidad de los ǀasos saŶguíŶeos. La ƌeaĐĐióŶ 
de hipeƌseŶsiďilidad ƌetaƌdada se lleǀa a Đaďo de ŵaŶeƌa leŶta, eŶtƌe Ϯϰ-ϳϮ hoƌas, 
deďido a Ƌue la iŶflaŵaĐióŶ es peƋueña Ǉ los liŶfoĐitos THϭ espeĐífiĐos deŵoƌaŶ eŶ 
llegaƌ al sitio de iŶǇeĐĐióŶ ;ϭϯͿ.  
 

 

 
 

Figuƌa ϰ. EsƋueŵa de uŶa ƌeaĐĐióŶ de hipeƌseŶsiďilidad tipo IV ;ϭϯͿ. 
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El oďjetiǀo de la iŶǇeĐĐióŶ ĐoŶ tuďeƌĐuliŶa-PPD es ĐlaƌifiĐaƌ si la Đausa de la 
hipeƌseŶsiďilidad eŶ uŶ aŶiŵal sospeĐhoso es deďida a uŶa iŶfeĐĐióŶ ĐoŶ M. ďoǀis. A 
Ŷiǀel iŶteƌŶaĐioŶal Ǉ ŶaĐioŶal, fuŶĐioŶa Đoŵo pƌoĐediŵieŶto ďásiĐo paƌa el 
saŶeaŵieŶto, ĐoŶtƌol Ǉ eƌƌadiĐaĐióŶ de la TBB, sieŶdo la ǀía de apliĐaĐióŶ iŶtƌadéƌŵiĐa 
la úŶiĐa aĐeptada ofiĐialŵeŶte. 

Las pƌueďas tuďeƌĐulíŶiĐas puedeŶ seƌ de difeƌeŶte ĐoŵposiĐióŶ, así Đoŵo 
poseeƌ distiŶtos sitios de apliĐaĐióŶ. La pƌueďa aŶo-Đaudal ;ACͿ Ǉ la pƌueďa ĐeƌǀiĐal 
siŵple ;C“Ϳ de saŶeaŵieŶto, aŵďas ĐoŶ PPD ďoǀiŶo, se lleǀaŶ a Đaďo ƌutiŶaƌiaŵeŶte; 
ŵieŶtƌas Ƌue la pƌueďa ĐeƌǀiĐal Đoŵpaƌatiǀa ;CCͿ doŶde se apliĐaŶ eŶ paƌalelo PPD 
ďoǀiŶo Ǉ PPD aǀiaƌ, se utiliza ĐuaŶdo es ƌeƋueƌida paƌa estudios epideŵiológiĐos o aŶte 
la sospeĐha de posiďles ƌeaĐĐioŶes iŶespeĐífiĐas. La PPD ďoǀiŶa es elaďoƌada ĐoŶ M. 
ďoǀis Đepa ANϱ de ϭ ŵg/ŵl de ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ, a difeƌeŶĐia de la PPD aǀiaƌ Ƌue es 
elaďoƌada ĐoŶ M. aǀiuŵ Đepa Dϰ Ǉ ĐoŶ uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de Ϭ,ϱ ŵg/ŵl.  

   Es ŶeĐesaƌio teŶeƌ eŶ ĐueŶta Ƌue si ďieŶ estas pƌueďas tieŶeŶ uŶa alta 
espeĐifiĐidad ;ϵϬ-ϵϵ,ϴ%Ϳ, su seŶsiďilidad es ǀaƌiada osĐilaŶdo eŶtƌe  ϳϬ-ϴϱ% ;ϯϬͿ. El 
diagŶóstiĐo PPD Ŷegatiǀo eŶ uŶ aŶiŵal iŶfeĐtado depeŶde de diǀeƌsos faĐtoƌes tales 
Đoŵo el tieŵpo de eǆposiĐióŶ al ďaĐilo, deseŶsiďilizaĐióŶ post-tuďeƌĐuliŶizaĐióŶ, 
estados aǀaŶzados de la iŶfeĐĐióŶ asoĐiado a uŶ Đuadƌo geŶeƌalizado Ǉ aŶeƌgia, 
iŶŵuŶosupƌesióŶ Đausada poƌ ŵala aliŵeŶtaĐióŶ o duƌaŶte el post-paƌto, así Đoŵo 
deďido a uŶa iŶĐoƌƌeĐta dosifiĐaĐióŶ, leĐtuƌa, ďaja poteŶĐia del ƌeaĐtiǀo, eŶtƌe otƌas 
Đausas pƌopias de la téĐŶiĐa. Poƌ esta ƌazóŶ, es ŶeĐesaƌio teŶeƌ eŶ ĐueŶta Ƌue las 
pƌueďas Ŷegatiǀas Ŷo soŶ gaƌaŶtía saŶitaƌia sufiĐieŶte eǆĐepto Ƌue el aŶiŵal o los 
aŶiŵales pƌoǀeŶgaŶ de uŶ ƌodeo ĐeƌtifiĐado liďƌe. De todas ŵaŶeƌas, eŶ Ŷuestƌo país la 
iŶtƌadeƌŵoƌƌeaĐĐióŶ ĐoŶtiŶúa sieŶdo la pƌueďa poƌ eǆĐeleŶĐia ĐoŶ el fiŶ de ŵejoƌaƌ el 
estado saŶitaƌio de los ƌodeos ďoǀiŶos  ;ϲ, ϭϴͿ.  

 

  

 

ϭ.ϲ.ϱ ELISA 

 

 
El eŶsaǇo ELI“A ;del iŶglés EŶzǇŵe-liŶked IŵŵuŶosoƌďeŶt AssaǇͿ ha sido 

estudiado ĐoŶ el fiŶ de ĐoŵpleŵeŶtaƌ a la pƌueďa tuďeƌĐulíŶiĐa. “iŶ eŵďaƌgo, la 
ƌespuesta iŶŵuŶe huŵoƌal eŶ la iŶfeĐĐióŶ tuďeƌĐulosa Ŷo es uŶifoƌŵe Ǉa Ƌue la 
pƌoduĐĐióŶ de aŶtiĐueƌpos ĐoŶtƌa el ďaĐilo se ǀe iŶĐƌeŵeŶtada eŶ etapas aǀaŶzadas, 
ŵieŶtƌas Ƌue eŶ estados iŶiĐiales es ŵuǇ ǀaƌiaďle. PaƌalelaŵeŶte, los ƌesultados de 
espeĐifiĐidad Ǉ seŶsiďilidad ŵediaŶte el test de ELI“A haŶ sido ŵuǇ fluĐtuaŶtes. Poƌ 
estas ƌazoŶes,  la oďteŶĐióŶ de uŶ sisteŵa úŶiĐo Ƌue sea ĐoŶfiaďle, eĐoŶóŵiĐo Ǉ de 
fáĐil autoŵatizaĐióŶ aúŶ Ŷo ha sido geŶeƌado. Es posiďle uŶa optiŵizaĐióŶ del test 
ŵediaŶte el uso de aŶtígeŶos Đoŵo MBϳϬ, pƌoteíŶa iŶŵuŶodoŵiŶaŶte de M. ďoǀis Ǉ 
ĐoŵpoŶeŶte aĐtiǀo del PPD, Đapaz de desaƌƌollaƌ uŶa ƌespuesta de hipeƌseŶsiďilidad 
ƌetaƌdada, así Đoŵo pƌolifeƌaĐióŶ liŶfoĐitaƌia ;ϲ, ϭϳͿ. 

 

 

 



IŶtroduĐĐióŶ 

 

[ϮϮ] 
 

 

 

ϭ.ϲ.ϲ IFN-γ 

  
El eŶsaǇo de IŶteƌfeƌóŶ Gaŵŵa ;IFN-γͿ es uŶ test de diagŶóstiĐo iŶ ǀitƌo 

utilizado Đoŵo ĐoŵpleŵeŶto de la pƌueďa tuďeƌĐulíŶiĐa ĐoŶ el oďjetiǀo de eǀaluaƌ la 
iŶŵuŶidad Đelulaƌ de uŶ aŶiŵal sospeĐhoso. Este eŶsaǇo ĐoŶsiste eŶ la ĐuaŶtifiĐaĐióŶ 
iŶdiƌeĐta de la ĐitoƋuiŶa IFN-γ liďeƌada poƌ liŶfoĐitos a paƌtiƌ de uŶa ŵuestƌa de saŶgƌe. 
“u eǆĐƌeĐióŶ ƌeƋuieƌe, tƌas uŶa iŶĐuďaĐióŶ de ϭϲ-Ϯϰ hoƌas Ƌue los liŶfoĐitos haǇaŶ sido 
ŶatuƌalŵeŶte seŶsiďilizados. TéĐŶiĐaŵeŶte, ƌeƋuieƌe el uso de aŶtiĐueƌpos 
ŵoŶoĐloŶales aŶti-IFN-γ de M. ďoǀis Ǉa Ƌue la Đaptuƌa Ǉ deteĐĐióŶ de la ĐitoƋuiŶa se 
ƌealiza ŵediaŶte uŶ ELI“A sáŶdǁiĐh. Luego de la etapa de ƌeǀelado, se oďseƌǀaŶ los 
ǀaloƌes de deŶsidad óptiĐa aƌƌojados eŶ el ELI“A iŶfiƌieŶdo posiďles ƌeaĐtoƌes positiǀos 
eŶ ďase al dosaje de esta ĐitoƋuiŶa liďeƌada iŶ ǀitƌo.  

El eŶsaǇo de IŶteƌfeƌóŶ Gaŵŵa, o dosaje de IFN-γ, pƌeseŶta ǀaƌias ǀeŶtajas 
Đoŵo uŶa alta seŶsiďilidad Ǉ espeĐifiĐidad diagŶóstiĐa ;del ϵϯ,ϲ% Ǉ del ϵϲ,Ϯ%, 
ƌespeĐtiǀaŵeŶteͿ, segúŶ uŶ estudio ƌealizado eŶ Austƌalia. PaƌalelaŵeŶte, Ŷo ƌeƋuieƌe 
uŶa seguŶda ŵoǀilizaĐióŶ del gaŶado paƌa ƌealizaƌ la leĐtuƌa de la ƌeaĐĐióŶ, Đoŵo sí lo 
ŶeĐesita la pƌueďa tuďeƌĐulíŶiĐa. “iŶ eŵďaƌgo, es ŶeĐesaƌio teŶeƌ pƌeseŶte el tieŵpo 
eŶtƌe la toŵa de ŵuestƌa de saŶgƌe Ǉ la ejeĐuĐióŶ del eŶsaǇo, el Đual deďe ƌealizaƌse eŶ 
uŶ peƌíodo ŵáǆiŵo de ϴ hoƌas; así Đoŵo el Đosto del kit de diagŶóstiĐo Ǉa Ƌue eŶ 
Ŷuestƌo país Ŷo es pƌoduĐido a esĐala ŶaĐioŶal ;ϲ, ϳ, ϭϳͿ.     

 

 

ϭ.ϲ.ϳ PCR 
 

 

Los eŶsaǇos ďasados eŶ la ƌeaĐĐióŶ eŶ ĐadeŶa de la poliŵeƌasa ;PCR del iŶglés 
polǇŵeƌase ĐhaiŶ ƌeaĐtioŶͿ suƌgieƌoŶ Đoŵo ŵétodos pƌoŵetedoƌes Đoŵpaƌados ĐoŶ 
aƋuellos de ƌutiŶa, aĐoƌtaŶdo los tieŵpos de diagŶosis de Ϯ a ϯ días. Este eŶsaǇo 
ŵoleĐulaƌ es Đapaz de diagŶostiĐaƌ TBB ĐoŶ ƌesultados Đoŵpaƌaďles al Đultiǀo ;ϲͿ. 

AĐtualŵeŶte, se ƌealiza utilizaŶdo diǀeƌsos Đeďadoƌes ;pƌiŵeƌsͿ ĐapaĐes de 
flaŶƋueaƌ segŵeŶtos espeĐífiĐos del geŶoŵa ŵiĐoďaĐteƌiaŶo. UŶo de los de 
fƌagŵeŶtos de DNA oďjetiǀo ŵás utilizados es la seĐueŶĐia de iŶseƌĐióŶ I“ϲϭϭϬ, 
ĐaƌaĐteƌístiĐa de las ŵiĐoďaĐteƌias peƌteŶeĐieŶtes al MTBC Ǉ pƌeseŶte usualŵeŶte, 
eŶtƌe ϭ a ϱ Đopias deŶtƌo del geŶoŵa de M. ďoǀis ;ϭϵͿ. EŶ este seŶtido, se lleǀaƌoŶ a 
Đaďo Ŷuŵeƌosos tƌaďajos ĐieŶtífiĐos pƌopoŶieŶdo el uso de PCR Đoŵo ĐoŵpleŵeŶto 
efeĐtiǀo a ƌealizaƌ deŶtƌo de los laďoƌatoƌios de diagŶóstiĐo de TBB. Al día de la feĐha, 
se haŶ ƌealizado estudios utilizaŶdo PCR a paƌtiƌ de ŵuestƌas ĐlíŶiĐas taŶto de tejido 
;ϮϬ, ϮϭͿ e hisopado Ŷasal ;ϮϮ, ϮϯͿ, Đoŵo así taŵďiéŶ a paƌtiƌ de ŵuestƌas de leĐhe ;ϭϳͿ.  

La apliĐaĐióŶ de los eŶsaǇos de PCR Ŷo tieŶe Đoŵo oďjetiǀo ƌeeŵplazaƌ la 
ŵetodología de ĐoŶfiƌŵaĐióŶ tƌadiĐioŶal, siŶo ĐoŵpleŵeŶtaƌla, poƌ ejeŵplo, eŶ la 
ƌesoluĐióŶ de situaĐioŶes dudosas Ƌue se pƌeseŶtaŶ duƌaŶte los eŶsaǇos 
ĐoŶǀeŶĐioŶales. No oďstaŶte, eŶ países eŶ ǀías de desaƌƌollo doŶde los poƌĐeŶtajes de 
TBB soŶ ŵaǇoƌes, el eƋuipaŵieŶto Ǉ peƌsoŶal eŶtƌeŶado ŶeĐesaƌio paƌa lleǀaƌlos a 
Đaďo haĐeŶ Ƌue diĐha téĐŶiĐa ŵoleĐulaƌ posea uŶa iŶsufiĐieŶte adopĐióŶ eŶ los 
sisteŵas de diagŶóstiĐo ;ϲͿ.  
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ϭ.ϲ.ϴ LAMP 

 

 
 “i ďieŶ el eŶsaǇo de PCR pƌeseŶta uŶ aŵplio uso taŶto eŶ el áŵďito de la 
iŶǀestigaĐióŶ Đoŵo paƌa fiŶes de diagŶóstiĐo, haĐe ǀaƌios años suƌgieƌoŶ difeƌeŶtes 
téĐŶiĐas Ƌue Ŷo ƌeƋuieƌeŶ de ĐiĐlos ǀaƌiaďles de teŵpeƌatuƌa ;ϮϰͿ. EŶtƌe ellas se 
eŶĐueŶtƌa el ŵétodo de aŵplifiĐaĐióŶ isotéƌŵiĐa LAMP desaƌƌollado poƌ Notoŵi Ǉ Đol. 
eŶ el año ϮϬϬϬ ;ϮϱͿ. Este eŶsaǇo se pƌeseŶta Đoŵo uŶa téĐŶiĐa ƌápida, eĐoŶóŵiĐa Ǉ 
seŶĐilla. MediaŶte LAMP se aŵplifiĐa DNA ĐoŶ alta seŶsiďilidad a uŶa teŵpeƌatuƌa 
ĐoŶstaŶte eŶtƌe ϱϬ-ϲϱ°C, deďido a la aĐĐióŶ de la poliŵeƌasa Bst ;pƌoǀeŶieŶte de 
BaĐillus steaƌotheƌŵophilusͿ Ƌue posee aĐtiǀidad de desplazaŵieŶto de heďƌa. 
PaƌalelaŵeŶte, la aŵplifiĐaĐióŶ es altaŵeŶte espeĐífiĐa Ǉa Ƌue se utiliza uŶ juego de 
Đuatƌo a seis pƌiŵeƌs diseñados paƌa ƌeĐoŶoĐeƌ, ƌespeĐtiǀaŵeŶte, de seis a oĐho 
ƌegioŶes de la seĐueŶĐia oďjetiǀo de DNA. Los pƌiŵeƌs puedeŶ diǀidiƌse eŶ tƌes tipos: 
iŶteƌŶos, eǆteƌŶos Ǉ de uŶióŶ al ďuĐle. Los pƌoduĐtos de aŵplifiĐaĐióŶ soŶ estƌuĐtuƌas 
ĐoŶ foƌŵas ĐiƌĐulaƌes Ƌue poseeŶ ǀaƌias ƌepetiĐioŶes iŶǀeƌtidas de la seĐueŶĐia 
oďjetiǀo, así Đoŵo estƌuĐtuƌas del tipo Đolifloƌ ĐoŶ ŵúltiples ďuĐles.  
 EŶ la figuƌa ϱ se esƋueŵatizaŶ los pƌiŵeƌs eǆteƌŶos, deŶoŵiŶados FOP ;del 
iŶglés foƌǁaƌd outeƌ pƌiŵeƌͿ Ǉ BOP ;del iŶglés ďaĐkǁaƌd outeƌ pƌiŵeƌͿ, Ƌue soŶ 
hoŵólogos a las ƌegioŶes Fϯ Ǉ Bϯ de la ƌegióŶ oďjetiǀo, ƌespeĐtiǀaŵeŶte. El pƌiŵeƌ 
iŶteƌŶo FIP ;del iŶglés foƌǁaƌd iŶŶeƌ pƌiŵeƌͿ ĐoŶtieŶe la seĐueŶĐia ĐodifiĐaŶte de FϮ eŶ 
el eǆtƌeŵo ϯ´ uŶido diƌeĐtaŵeŶte ĐoŶ la ƌegióŶ FϭĐ ;ĐoŵpleŵeŶtaƌia a la seĐueŶĐia FϭͿ 
eŶ el eǆtƌeŵo ϱ´, ŵieŶtƌas Ƌue el pƌiŵeƌ BIP ;del iŶglés ďaĐkǁaƌd iŶŶeƌ pƌiŵeƌͿ 
ĐoŶtieŶe la ƌegióŶ ĐodifiĐaŶte de BϮ eŶ el eǆtƌeŵo ϯ´ aŶĐlado ĐoŶ la seĐueŶĐia BϭĐ 
;ĐoŵpleŵeŶtaƌia a BϭͿ eŶ el eǆtƌeŵo ϱ´. Las dos ƌegioŶes de aŵďos pƌiŵeƌs iŶteƌŶos 
se eŶĐueŶtƌaŶ uŶidas ŵediaŶte uŶ espaĐiadoƌ TTTT. Los pƌiŵeƌs FLP ;del iŶglés foƌǁaƌd 
loop pƌiŵeƌͿ  Ǉ BLP ;del iŶglés ďaĐkǁaƌd loop pƌiŵeƌͿ Ƌue se uŶeŶ al ďuĐle ĐoŶtieŶeŶ la 
seĐueŶĐia ĐoŵpleŵeŶtaƌia a uŶa paƌte de la seĐueŶĐia eŶtƌe Fϭ Ǉ FϮ, Ǉ eŶtƌe Bϭ Ǉ BϮ, 
ƌespeĐtiǀaŵeŶte.  
 El ŵeĐaŶisŵo de ƌeaĐĐióŶ de LAMP puede diǀidiƌse eŶ tƌes etapas. El paso 
iŶiĐial ;paso IͿ ĐoŵieŶza ĐuaŶdo el pƌiŵeƌ FIP se uŶe a la ƌegióŶ FϮĐ ŵediaŶte su 
seĐueŶĐia FϮ, Ŷo así la ƌegióŶ FϭĐ, paƌa daƌ ĐoŵieŶzo a la síŶtesis ĐoŶ desplazaŵieŶto 
de heďƌa. Luego, FOP, Ƌue es agƌegado eŶ ŵeŶoƌ ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ Ƌue los pƌiŵeƌs 
iŶteƌŶos, hiďƌida ĐoŶ su seĐueŶĐia ĐoŵpleŵeŶtaƌia ;FϯĐͿ paƌa daƌ al lugaƌ a la siguieŶte 
poliŵeƌizaĐióŶ. De esta ŵaŶeƌa, se oďtieŶeŶ dos estƌuĐtuƌas, uŶa de las Đuales posee 
uŶ ďuĐle eŶ su eǆtƌeŵo ϯ´. El pƌiŵeƌ BIP se uŶa a esta últiŵa ŵediaŶte su ƌegióŶ BϮ, 
iŶiĐia la síŶtesis Ǉ foƌŵa uŶa estƌuĐtuƌa eŶ foƌŵa de hoƌƋuilla ;duŵď-ďell stƌuĐtuƌeͿ. 
RápidaŵeŶte, diĐha seĐueŶĐia al hiďƌidaƌse soďƌe sí ŵisŵa, peƌŵite la hiďƌidaĐióŶ de 
las ƌegioŶes Fϭ Ǉ FϭĐ dejaŶdo uŶ eǆtƌeŵo ϯ´ dispoŶiďle paƌa Ƌue la poliŵeƌasa Bst 
ĐoŵieŶĐe a agƌegaƌ ŶuĐleótidos. La estƌuĐtuƌa de ďuĐle ;steŵ-loop stƌuĐtuƌeͿ Ƌue 
ƌesulta da lugaƌ al ĐoŵieŶzo de la etapa de aŵplifiĐaĐióŶ ;paso IIͿ. EŶ este paso, la 
heďƌa ďuĐle fuŶĐioŶa Đoŵo DNA ŵolde, peƌŵitieŶdo Ƌue FIP hiďƌide eŶ el ďuĐle paƌa 
iŶiĐiaƌ la síŶtesis de ŶuĐleótidos. AƋuí, se pƌoduĐe uŶa ŵoléĐula iŶteƌŵediaƌia Ƌue 
ĐoŶtieŶe uŶa Đopia iŶǀeƌtida de la seĐueŶĐia oďjetiǀo Ǉ uŶ ďuĐle foƌŵado poƌ la 
hiďƌidaĐióŶ de las ƌegioŶes Bϭ Ǉ BϭĐ. El últiŵo paso, deŶoŵiŶado eloŶgaĐióŶ de la 
heďƌa Ǉ ƌepetiĐióŶ de etapa II ;paso  IIIͿ se ĐaƌaĐteƌiza poƌ la foƌŵaĐióŶ de estƌuĐtuƌas 
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ĐoŶ ďuĐles de ŵaǇoƌ loŶgitud, así Đoŵo Ŷueǀas estƌuĐtuƌas de ďuĐles iŶiĐiadoƌas de 
Ŷueǀas etapas de aŵplifiĐaĐióŶ ŵediaŶte las suďsiguieŶtes poliŵeƌizaĐioŶes 
depeŶdieŶtes de los pƌiŵeƌs FIP Ǉ BIP juŶto ĐoŶ las auto-poliŵeƌizaĐioŶes de las 
heďƌas. Así, ĐuaŶdo se lleǀa a Đaďo la ƌeaĐĐióŶ de LAMP se oďtieŶe Đoŵo pƌoduĐto de 
aŵplifiĐaĐióŶ uŶa ŵezĐla Đoŵpleja ĐoŶ foƌŵas ĐiƌĐulaƌes Ƌue poseeŶ ǀaƌias 
ƌepetiĐioŶes iŶǀeƌtidas de la seĐueŶĐia oďjetiǀo, así Đoŵo estƌuĐtuƌas del tipo Đolifloƌ 
ĐoŶ ŵúltiples ďuĐles ;Veƌ ANEXOͿ. 

 

 
 

Figuƌa ϱ. ;a.Ϳ EsƋueŵa de las ƌegioŶes de las oĐho ƌegioŶes de ISϲϭϭϬ ƌeĐoŶoĐidas poƌ los priŵers eŶ 
LAMP. ;ď.Ϳ PosiĐióŶ de hiďƌidaĐióŶ Ǉ oƌieŶtaĐióŶ de los priŵers eŶ LAMP ;ϮϳͿ. 
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 La téĐŶiĐa de LAMP, eŶ ĐoŵpaƌaĐióŶ ĐoŶ los eŶsaǇos ĐoŶǀeŶĐioŶales de PCR, Ŷo 
solo disŵiŶuǇe los tieŵpos de oďteŶĐióŶ de ƌesultados de Ϯ días a ϯ o ϰ hoƌas, siŶo Ƌue 
peƌŵite oďteŶeƌ uŶa alta tasa de síŶtesis de DNA, oƌigiŶaŶdo gƌaŶdes ĐaŶtidades de 
ioŶes piƌofosfato ;PPiͿ, los Đuales pƌeĐipitaŶ al ƌeaĐĐioŶaƌ ĐoŶ el ŵagŶesio ĐoŶ la 
ĐoŶseĐueŶte foƌŵaĐióŶ de tuƌďidez, Đapaz de oďseƌǀaƌse a siŵple ǀista. 
 

 

 

 

 

 
Figuƌa ϲ. ReaĐĐioŶes iŶvoluĐƌadas eŶ la foƌŵaĐióŶ de tuƌďidez eŶ LAMP. ;a.Ϳ IoŶes piƌofosfato PϮOϳ

ϰ-soŶ 
liďeƌados de los dNTPs duƌaŶte la poliŵeƌizaĐióŶ. ;ď.Ϳ IoŶes piƌofosfato ƌeaĐĐioŶaŶ ĐoŶ el ŵagŶesio del 
ďuffeƌ paƌa daƌ lugaƌ al pƌeĐipitado ;ϮϲͿ. 
 

 

DuƌaŶte la últiŵa déĐada, se ƌealizaƌoŶ pƌogƌesos ĐoŶsideƌaďles soďƌe la téĐŶiĐa 
LAMP Ǉ su utilizaĐióŶ eŶ el diagŶóstiĐo de ŵiĐoďaĐteƌias. Tal es el Đaso del tƌaďajo 
ƌealizado poƌ AƌǇaŶ Ǉ Đol.;ϮϳͿ ƋuieŶes desaƌƌollaƌoŶ uŶ eŶsaǇo de deteĐĐióŶ de las 
espeĐies del MTBC ďasado eŶ la aŵplifiĐaĐióŶ de la seĐueŶĐia I“ϲϭϭϬ ;LAMP-I“ϲϭϭϬͿ; 
oďteŶieŶdo uŶa seŶsiďilidad aŶalítiĐa de uŶa Đopia del geŶoŵa ;ϱ fgͿ poƌ ƌeaĐĐióŶ. EŶ 
el año ϮϬϬϯ, Iǁaŵoto Ǉ Đol. ;ϮϴͿ utilizaƌoŶ LAMP paƌa deteĐtaƌ el geŶ gǇƌB ;MTBC, M. 
aǀiuŵ Ǉ M. iŶtƌaĐellulaƌeͿ, oďteŶieŶdo uŶ líŵite de deteĐĐióŶ ;LDͿ de ϱ Đopias del 
geŶoŵa. Más taƌde, eŶ el año ϮϬϭϭ, )haŶg Ǉ Đol. ;Ϯϵ) desĐƌiďieƌoŶ uŶa ǀaƌiaŶte de 
aŵplifiĐaĐióŶ del geŶ ŵptϴϯ paƌa deteĐĐióŶ de M. ďoǀis, oďteŶieŶdo uŶ LD de ϭϬ 
Đopias del geŶoŵa. Caďe destaĐaƌ Ƌue paƌa la ƌealizaĐióŶ de LAMP Ŷo se ƌeƋuieƌeŶ 
eƋuipos Đostosos Đoŵo teƌŵoĐiĐladoƌes Ǉ tƌaŶsiluŵiŶadoƌes, siŶo Ƌue las ƌeaĐĐioŶes 
de aŵplifiĐaĐióŶ puedeŶ lleǀaƌse a Đaďo ĐoŶ el uso de eƋuipaŵieŶto de ďajo Đosto 
Đoŵo ďloƋues téƌŵiĐos, Ǉ ďajo oďseƌǀaĐióŶ diƌeĐta ďasada eŶ la tuƌďidez de los 
pƌoduĐtos aŵplifiĐados. Poƌ lo aŶtes ŵeŶĐioŶado Ǉ teŶieŶdo eŶ ĐueŶta la ŶeĐesidad de 
laďoƌatoƌios ĐapaĐes de ƌealizaƌ diagŶóstiĐo ŵoleĐulaƌ ĐoŶfiƌŵatoƌio de la pƌueďa 
tuďeƌĐulíŶiĐa ;ϭϲͿ, Ŷuestƌo tƌaďajo tuǀo Đoŵo oďjetiǀo la puesta a puŶto de la téĐŶiĐa 
LAMP I“ϲϭϭϬ, estaďleĐieŶdo el líŵite ŵíŶiŵo de deteĐĐióŶ eŶ ƌelaĐióŶ ĐoŶ la téĐŶiĐa 
PCR ĐoŶǀeŶĐioŶal paƌa, posteƌioƌŵeŶte, utilizaƌ esta heƌƌaŵieŶta a paƌtiƌ de ŵuestƌas 
ĐlíŶiĐas de tejido ďoǀiŶos sospeĐhados de TBB. 
 

 

 

(a) ;DNAͿŶ-ϭ  +  dNTP  →   ;DNAͿŶ  +  PϮOϳ
ϰ- 

 

 

(b) PϮOϳ
ϰ-  +  Ϯ MgϮ+→  Mg PϮOϳ ;↓Ϳ 
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2. MATERIALES   
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  Materiales y ŵétodos 

[Ϯϳ] 

Ϯ.ϭ EǆtraĐĐióŶ de DNA 

 

 

 

 La eǆtƌaĐĐióŶ total de DNA de ŵiĐoďaĐteƌias se ƌealizó  utilizaŶdo paƌte de la 
ŵetodología ĐoŶǀeŶĐioŶal de FeŶol:Cloƌofoƌŵo:IsoaŵíliĐo Ǉ de uŶ kit ĐoŵeƌĐial 
;DNeasy Blood aŶd Tissues, QiageŶͿ.  DiĐha ŵetodología se lleǀa ƌutiŶaƌiaŵeŶte eŶ el 
laďoƌatoƌio soďƌe ŵuestƌas de tejidos ďoǀiŶos sospeĐhados de TBB.  

Los tejidos fueƌoŶ disgƌegados eŶ agua destilada ŵediaŶte uŶ eƋuipo 
hoŵogeŶeizadoƌ ;MastiĐatoƌ IUL SAͿ. Luego, las ŵuestƌas fueƌoŶ tƌatadas ĐoŶ ďuffeƌ de 
lisis ;Tƌis-EDTA ϭX, SDS ϭϬ% Ǉ pƌoteiŶasa K ;ϭϬŵg/ŵlͿ e iŶĐuďadas a ϲϱ°C duƌaŶte toda 
la ŶoĐhe. EŶ uŶ pƌiŶĐipio, diĐhas ŵuestƌas fueƌoŶ eǆtƌaídas ĐoŶ FeŶol: Cloƌofoƌŵo: 
AlĐohol isoaŵíliĐo ;Ϯϰ:Ϯϰ:ϭͿ Ǉ ĐeŶtƌifugadas a ϭϮϬϬϬ ƌpŵ poƌ ϭϬŵiŶ; luego, el 
soďƌeŶadaŶte fue tƌasǀasado agƌegáŶdo uŶa soluĐióŶ de Cloƌofoƌŵo: AlĐohol 
isoaŵíliĐo ;Ϯϰ:ϭͿ Ǉ ĐeŶtƌifugado ŶueǀaŵeŶte. CoŶ el soďƌeŶadaŶte oďteŶido se 
ĐoŶtiŶúa el pƌoĐediŵieŶto de eǆtƌaĐĐióŶ a paƌtiƌ del puŶto ϯ segúŶ lo desĐƌito  eŶ el 
pƌotoĐolo de puƌifiĐaĐióŶ de DNA total a paƌtiƌ de ŵuestƌas de tejido del kit ĐoŵeƌĐial 
;QiageŶͿ ;31Ϳ.  
 

 

 

Ϯ.Ϯ Touch dowŶ-PCR ;PCR-ISϲϭϭϬͿ 
 
 

 

Las aŵplifiĐaĐioŶes se lleǀaƌoŶ adelaŶte segúŶ la ŵetodología pƌopuesta poƌ 
)uŵáƌƌaga Ǉ Đol. ;17Ϳ. La ŵezĐla de aŵplifiĐaĐióŶ ĐoŶtuǀo ďuffeƌ TaƋ ϭX ;Tƌis–HCl ϭϬ 
ŵM, KCl ϱϬ ŵM, TƌitóŶ X-ϭϬϬ Ϭ,ϭ%, pH ϵ,ϬͿ, MgClϮ Ϯ,ϱ ŵM, dNTPs Ϭ,ϴ ŵM, pƌiŵeƌs 
;INSϭ e INSϮͿ ϭ μM, ϱ μl de DNA ŵolde Ǉ DNA poliŵeƌasa TaƋ ϭ,Ϯϱ U, eŶ uŶ ǀoluŵeŶ 
fiŶal de ϱϬ μl.  

Luego de uŶa desŶatuƌalizaĐióŶ iŶiĐial de ϵϲºC poƌ ϯŵiŶ., la ƌeaĐĐióŶ se lleǀó a 
Đaďo iŶiĐialŵeŶte eŶ ϴ ĐiĐlos de ϵϲ°C poƌ ϭ ŵiŶ., ĐoŶ uŶa teŵpeƌatuƌa de aliŶeaŵieŶto 
ĐoŵeŶzaŶdo a ϳϮ°C poƌ ϭ ŵiŶ. ;ĐoŶ uŶa disŵiŶuĐióŶ eŶ ϭ°C/ ĐiĐloͿ, Ǉ uŶa teŵpeƌatuƌa 
de eǆteŶsióŶ a ϳϮ°C poƌ ϭ ŵiŶ. FiŶalŵeŶte, se ƌealizaƌoŶ ϯϬ ĐiĐlos de ϵϲ°C poƌ ϭ ŵiŶ., 
ϲϱ°C poƌ ϭ ŵiŶ., ϳϮ°C poƌ Ϯ ŵiŶ., Ǉ uŶa eǆteŶsióŶ fiŶal  a ϳϮ°C poƌ ϴ ŵiŶ. 

EŶ Đada ƌeaĐĐióŶ de PCR, se iŶĐluǇeƌoŶ ĐoŶtƌoles positiǀos ĐoŶ DNA de M. ďovis 
ANϱ Ǉ ĐoŶtƌoles Ŷegatiǀos ĐoŶfoƌŵados poƌ la ŵasteƌ ŵiǆ de PCR siŶ el agƌegado de 
DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Materiales y ŵétodos 

[Ϯϴ] 

Ϯ.ϯ LAMP  
 

 
Las aŵplifiĐaĐioŶes se lleǀaƌoŶ a Đaďo segúŶ AƌǇaŶ Ǉ Đol. ;ϲͿ La ŵezĐla de 

aŵplifiĐaĐióŶ ĐoŶtuǀo ďuffeƌ TheƌŵoPol ReaĐtioŶ ϭX ;Tƌis–HCl ϭϬ ŵM, KCl ϱϬ ŵM, DTT 
ϭ ŵM, EDTA Ϭ,ϭ ŵM, gliĐeƌol ϱϬ%, TƌitoŶ X-ϭϬϬ Ϭ,ϭ%, pH ϳ,ϰͿ ;Neǁ EŶglaŶd BiolaďsͿ, 
ďetaíŶa Ϭ,ϴ M ;Sigŵa-AldƌiĐhͿ, pƌiŵeƌs iŶteƌŶos ;FIP/BIPͿ ϭ,ϲ ŵM, pƌiŵeƌs eǆteƌŶos 
;FOP/BOPͿ Ϭ,ϮŵM, pƌiŵeƌs de uŶióŶ al ďuĐle ;FLP Ǉ BLPͿ Ϭ,ϴ ŵM, dNTPs Ϯ ŵM, MgSOϰ  
ϲ ŵM, ϱμl de DNA ŵolde Ǉ DNA poliŵeƌasa Bst ;Neǁ EŶglaŶd BiolaďsͿ ϴ U, eŶ uŶ 
ǀoluŵeŶ fiŶal de Ϯϱ μl. 

Luego de uŶa desŶatuƌalizaĐióŶ iŶiĐial de ϵϲºC poƌ ϯŵiŶ., la ƌeaĐĐióŶ se ƌealizó 
a uŶa teŵpeƌatuƌa ĐoŶstaŶte de ϲϱºC Ǉ fiŶalŵeŶte la eŶziŵa fue iŶaĐtiǀada ŵediaŶte 
Đaloƌ a ϵϮºC poƌ ϮŵiŶ. DuƌaŶte uŶa etapa iŶiĐial de puesta a puŶto del eŶsaǇo, fue 
pƌoďada la ǀaƌiaŶte LAMP siŶ ƌealizaƌ el paso de desŶatuƌalizaĐióŶ iŶiĐial. 
 

 

Nombre  Secuencia (5'–3')  Target  
Tamaño de 

Amplicón (pb)  
Referencias  

INS1
 a

   CGTGAGGGCATCGAGGTGGC  
IS6110  Banda única 245 17 

INS2
 a

  GCGTAGGCGTCGGTGACAAA  

IS-FOP
 b

 AGACCTCACCTATGTGTCGA  

IS6110  

Varias bandas 

entre 100 y 400 

(patrón ¨en 

escalera¨) 

27 

IS-BOP 
b

  CGCTGAACCGGATCGA  

IS-FIP 
b
 ATGGAGGTGGCCATCGTGGAAGCCTACGTGGCCTTTGTCAC  

IS-BIP 
b

  AAGCCATCTGGACCCGCCAACCCCTATCCGTATGGTGGAT  

IS-FLP 
b

  AGGATCCTGCGAGCGTAG  

IS-BLP 
b

  AAGAAGGCGTACTCGACCTG  
a 

Primers de PCR-IS6110  
b

 Primers de LAMP-IS6110 

 

Taďla ϯ. Priŵers utilizados eŶ las difereŶtes aŵplifiĐaĐioŶes. 

 

 

Ϯ.ϰ AŶálisis de produĐto de aŵplifiĐaĐióŶ de PCR-ISϲϭϭϬ Ǉ LAMP  

 

Se pƌepaƌaƌoŶ geles de agaƌosa Ϯ% p/ǀ ;BiodǇŶaŵiĐsͿ ĐoŶ soluĐióŶ TAE ϭX Ǉ 
Bƌoŵuƌo de etidio ϭϬŵg/ŵl ;PƌoŵegaͿ. 
 

 

Ϯ.ϰ.ϭ OďservaĐióŶ direĐta de produĐto de aŵplifiĐaĐióŶ de LAMP  

 

Los pƌoduĐtos de aŵplifiĐaĐióŶ de LAMP se deteĐtaƌoŶ a siŵple ǀista ŵediaŶte 
la foƌŵaĐióŶ de tuƌďidez ďlaŶĐa Đoŵo ƌesultado positiǀo.  

 



  Materiales y ŵétodos 

[Ϯϵ] 

Ϯ.ϱ OptiŵizaĐióŶ de las ĐoŶdiĐioŶes de LAMP 
 

Se eǀaluaƌoŶ los efeĐtos de las ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de ďetaíŶa ;Ϭ,ϮM, Ϭ,ϴM, ϯ,ϮMͿ 
Ǉ DNA poliŵeƌasa Bst ;ϴ, ϭϲ, ϯϮUͿ paƌa ŵejoƌaƌ las ĐoŶdiĐioŶes de la ƌeaĐĐióŶ LAMP. 
 

 

Ϯ.ϲ DeterŵiŶaĐióŶ de la seŶsiďilidad de los eŶsaǇos PCR Ǉ LAMP  
 

 
Se eǀaluaƌáŶ la seŶsiďilidad de aŵďos eŶsaǇos utilizaŶdo Đoŵo ŵolde de DNA 

de la Đepa de ƌefeƌeŶĐia M. ďovis ANϱ. Se ƌealizaƌoŶ diluĐioŶes seƌiadas ϭ/ϭϬ ;desde  
ϭϬ-ϭ a ϭϬ-ϲͿ paƌtieŶdo de uŶa ŵuestƌa de DNA ĐoŶ uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de ϯϬ,ϴ Ŷg/µl 
;ϲ,ϭϲ ǆ ϭϬϲ Đopias del geŶoŵaͿ.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS  
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ϯ.ϭ AŶálisis del produĐto aŵplifiĐado de reaĐĐióŶ LAMP 

 

  
Los pƌoduĐtos de aŵplifiĐaĐióŶ ŵediaŶte LAMP fueƌoŶ aŶalizados ĐoŶ 

eleĐtƌofoƌesis eŶ gel de agaƌosa, adeŵás de la oďseƌvaĐióŶ diƌeĐta ŵediaŶte la 
tuƌďidez. Esto últiŵo, de aĐueƌdo a las leĐtuƌas seƌiadas Đada ϭϱŵiŶ. ƌealizadas 
duƌaŶte ϵϬŵiŶ. Esta ŵediĐióŶ fue ƌepetida eŶ tƌes eŶsaǇos. Los ƌesultados 
oďteŶidos iŶdiĐaƌoŶ Ƌue la evideŶĐia de tuƌďidez fue óptiŵa a los ϲϬŵiŶ. eŶ 
todos ellos. EŶ solo uŶ eŶsaǇo, se oďseƌvó uŶ tieŵpo óptiŵo ŵíŶiŵo de leĐtuƌa 
a los ϰϱŵiŶ. 

 

 
 

Figura ϲ. AŶálisis direĐto de produĐto aŵplifiĐado ŵediaŶte oďservaĐióŶ de turďidez.  
;ϭͿ CoŶtrol Positivo ;C+Ϳ ;ϮͿ DiluĐióŶ ϭϬ-ϭ del C+ ;ϯͿ CoŶtrol Negativo C-. 

 

 

Más allá de las dos ŵodalidades de ƌevelado de los ƌesultados de 
aŵplifiĐaĐióŶ, paƌa los eŶsaǇos doŶde se visualizaƌoŶ los pƌoduĐtos de 
aŵplifiĐaĐióŶ ĐoŶ Sybr Green, la pƌeseŶĐia de DNA se oďseƌvó ĐlaƌaŵeŶte 
ŵediaŶte el Đaŵďio de Đoloƌ de ŶaƌaŶja a veƌde. El viƌaje fue visto ŵediaŶte 
oďseƌvaĐióŶ diƌeĐta Ǉ a tƌavés de uŶ tƌaŶsiluŵiŶadoƌ doŶde las ŵuestƌas ĐoŶ 
aŵpliĐoŶes de DNA eŶ gƌaŶdes ĐaŶtidades, pƌoduĐto de LAMP, se veŶ ďƌillaŶte 
;ƌesultados Ŷo ŵostƌadosͿ. 
 

 

 

ϯ.Ϯ OptiŵizaĐióŶ de las ĐoŶdiĐioŶes de LAMP  
 

 

 

Se pƌeseŶtó difiĐultades eŶ la evaluaĐióŶ de MgSOϰ paƌa LAMP Ǉa Ƌue 
apaƌeĐieƌoŶ ĐoŶtaŵiŶaĐioŶes Ƌue iŵpidieƌoŶ ajustaƌ la ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ óptiŵa 
de su uso, poƌ lo taŶto se ĐoŶtiŶuó tƌaďajaŶdo ĐoŶ la ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ 
pƌeviaŵeŶte desĐƌita eŶ el tƌaďajo de AƌǇaŶ Ǉ Đol. ;27Ϳ.  

Solo se oďtuvieƌoŶ ƌesultados válidos paƌa las pƌueďas ĐoŶ difeƌeŶtes 
ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de DNA poliŵeƌasa Bst Ǉ ďetaíŶa. No se estiŵó ŶeĐesaƌio la 
evaluaĐióŶ de ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ óptiŵa de dNTPs, al eŶĐoŶtƌaƌse eŶ eǆĐeso eŶ la 
ƌeaĐĐióŶ; Ŷi de difeƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de pƌiŵeƌs.  
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Se oďtuvieƌoŶ ƌesultados de aŵplifiĐaĐióŶ positivos a uŶa teŵpeƌatuƌa 
de ϲϯ°C ;ƌesultados Ŷo ŵostƌadosͿ utilizaŶdo uŶ ďloƋue téƌŵiĐo.  

Coŵo puede oďseƌvaƌse eŶ la figuƌa ϳA, al evaluaƌ difeƌeŶtes 
ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de poliŵeƌasa Bst se oďseƌvó Ƌue ĐoŶ ϴ Ǉ ϭϲ U, el patƌóŶ típiĐo 
de esĐaloŶes se eŶĐueŶtƌa leveŵeŶte ŵas Ŷítido Ƌue al utilizaƌ ϯϮ U de la 
poliŵeƌasa eŶ la ƌeaĐĐióŶ. 
 

 

 

 
 

Figura ϳ. AŶálisis eleĐtroforétiĐo de LAMP ĐoŶ difereŶtes ĐoŶĐeŶtraĐioŶes de reaĐtivos.  
;AͿ El efeĐto de poliŵerasa Bst: Đalle ϭ Ǉ Ϯ: utilizaŶdo ϴU aŶte DNA puro Ǉ DNA diluido ϭ/ϭϬ 
respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϰ Ǉ ϱ: utilizaŶdo ϭϲ U aŶte DNA puro Ǉ DNA diluido ϭ/ϭϬ, 
respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϳ Ǉ ϴ: utilizaŶdo ϯϮ U aŶte DNA puro Ǉ DNA diluido ϭ/ϭϬ, 
respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϯ, ϲ, ϵ: C-; Đalle ϭϬ: siŶ sieŵďra; Đalle M: ŵarĐador de Peso MoleĐular 
ϭϬϬϬpď ;ProduĐtos Bio-LógiĐosͿ. ;BͿ El efeĐto de ďetaíŶa: Đalle ϭ Ǉ Ϯ: utilizaŶdo Ϭ,Ϯ M aŶte 
DNA puro Ǉ DNA diluido ϭ/ϭϬ respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϰ Ǉ ϱ: utilizaŶdo Ϭ,ϴ M aŶte DNA puro Ǉ 
DNA diluido ϭ/ϭϬ, respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϳ Ǉ ϴ: utilizaŶdo ϯ,Ϯ M aŶte DNA puro Ǉ DNA diluido 
ϭ/ϭϬ, respeĐtivaŵeŶte; Đalle ϯ, ϲ, ϵ: C-; ;CͿ El efeĐto de la desŶaturalizaĐióŶ iŶiĐial: Calles ϭ Ǉ 
ϯ: C+ Ǉ C- siŶ desŶaturalizaĐióŶ iŶiĐial, respeĐtivaŵeŶte; Calles ϱ Ǉ ϳ: C+ Ǉ C- ĐoŶ 
desŶaturalizaĐióŶ iŶiĐial, respeĐtivaŵeŶte; Calles Ϯ, ϰ, ϲ: siŶ sieŵďra. 

 

Poƌ otƌo lado, segúŶ la figuƌa ϳB, se oďseƌvó Ƌue ŵaŶteŶieŶdo uŶa 
ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de MgSOϰ igual a ϲŵM, peƌo ĐoŶ uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de Ϭ,Ϯ M de 
ďetaíŶa se afeĐtó el ĐiĐlo de aŵplifiĐaĐióŶ iŶiĐial oƌigiŶaŶdo uŶ patƌóŶ Ŷo 
ĐaƌaĐteƌístiĐo, ŵieŶtƌas Ƌue a uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de 3,2 M de betaína se 

interrumpe la actividad de la polimerasa. Paralelamente, se puede notar que la 
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concentración ideal de betaína fue de 0,8 M, mientras que una master-mix sin 

betaína (calle 10) no lleva a una amplificación.  

No se observan resultados cuando al DNA es sembrado sólo.  

En la figura 7C, se observa producto de amplificación con o sin el paso 

inicial de desnaturalización a 96ºC por 3min. La calle 5 muestra un patrón 

electroforético más nítido que la calle 1.  

De esta manera, se establecieron las condiciones óptimas para el 

desarrollo de LAMP, llevando a cabo la amplificación a 65°C por 1hr30min y 

utilizando en la preparación de la master-mix, los siguientes reactivos y 

concentraciones: betaína 0,8 M, MgSO4 6mM, dNTPs (2 mM), 1,6 mM de 

primer FIP/BIP, 0,2 mM de FOP/BOP, 0,8 mM de FLP/BLP y 8 U de DNA 

polimerasa Bst. 

 

 

ϯ.ϯ DeterŵiŶaĐióŶ de la seŶsiďilidad de los eŶsaǇos PCR Ǉ LAMP 

 

 

SegúŶ puede oďseƌvaƌse eŶ la figuƌa ϴ, los líŵites ŵíŶiŵos de deteĐĐióŶ 
paƌa los eŶsaǇos LAMP Ǉ PCR, ŵediaŶte oďseƌvaĐióŶ de eleĐtƌofoƌesis eŶ gel de 
agaƌosa, fueƌoŶ hasta la diluĐióŶ ϭϬ-ϰ Ǉ ϭϬ-ϯ ƌespeĐtivaŵeŶte. De esta ŵaŶeƌa Ǉ 
tƌas la ƌepetiĐióŶ de los eŶsaǇos, la PCR ĐoŶveŶĐioŶal ƌesultó la ŵás seŶsiďle, al 
seƌ Đapaz de deteĐtaƌ uŶa diluĐióŶ poƌ eŶĐiŵa de LAMP. 
 

 
 

Figura ϴ. CoŵparaĐióŶ de la seŶsiďilidad de PCR-ISϲϭϭϬ Ǉ LAMP-ISϲϭϭϬ. ;AͿ LD de PCR-ISϲϭϭϬ 
eŶ eleĐtroforesis de ϭϱ μl de Đada ŵaster-ŵiǆ usaŶdo gel de agarosa Ϯ% ĐoŶ Broŵuro de 
Etidio. Calle ϭ: C-; Calle Ϯ: C+; Calle ϯ: siŶ sieŵďra; Calles ϰ, ϱ, ϲ, ϳ, ϴ Ǉ ϵ: diluĐioŶes seriadas 
ϭ/ϭϬ ;desde ϭϬ-ϭ a ϭϬ-ϲ, respeĐtivaŵeŶteͿ ;BͿ LD de LAMP-ISϲϭϭϬ eŶ eleĐtroforesis de ϭϬ μl de 
Đada ŵaster-ŵiǆ usaŶdo gel de agarosa Ϯ% ĐoŶ Broŵuro de Etidio. Calle ϭ: C+; Calles Ϯ, ϯ, ϰ, ϱ, 
ϲ Ǉ ϳ: diluĐioŶes seriadas ϭ/ϭϬ ;desde ϭϬ-ϭ a ϭϬ-ϲ, respeĐtivaŵeŶteͿ; Đalle ϴ: C-. 
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Mediante la observación de turbidez a simple vista se observaron 

amplificaciones con resultados positivos a partir de los 60min de transcurrida la 

reacción, en coincidencia con lo descrito por Zhang y col. (29) y a diferencia de lo 

observado por Aryan y col. (27), donde se sugiere un tiempo menor de lectura. De esta 

manera, se presenta la posibilidad de contar con un resultado en un corto plazo, 

menor inclusive que aquel requerido por la PCR convencional.  

El fragmento mayor de la DNA polimerasa Bst posee actividad de 

desplazamiento de doble hebra, por lo que LAMP fue realizado con o sin 

desnaturalización inicial a 96ºC por 3min., con el fin de corroborar dicha actividad. 

Como se observa en la figura 7C se confirma la amplificación no dependiente del 

calentamiento inicial. A diferencia del protocolo propuesto por Aryan y col. (27), estos 

resultados indicarían que es posible evitar este paso inicial y, por lo tanto, el agregado 

de la enzima Bst aparte de la preparación de la master-mix no sería necesario. Además 

de este aspecto, la posibilidad de evitar el paso de desnaturalización y posterior 

apertura de los tubos para agregar la enzima polimerasa evitaría el riesgo de posibles 

contaminaciones por esta manipulación adicional.  

Los productos de amplificación observados en los geles de las imágenes 7 y 8, 

ĐoiŶĐideŶ ĐoŶ los patƌoŶes ĐlásiĐos ͞esĐaloŶados͟ paƌa las ƌeaĐĐioŶes de LAMP, eŶ 
donde se observan bandas en un rango de peso molecular entre 100 y 400pb 

(estructuras circulares más pequeñas) y luego se visualiza producto amplificado 

(chorreado) hasta el pocillo del gel (estructuras más largas). Al realizar las corridas 

electroforéticas se prepararon los geles directamente con o sin bromuro de etidio 

para, después de la corrida, colocarlo inmerso en una solución con el mismo. Se 

oďseƌvó Ƌue el patƌóŶ ĐaƌaĐteƌístiĐo de ͞esĐaloŶes͟ se visualiza ŵejoƌ (ďaŶdas Ŷítidas 
con la disminución de un bandas inespecífico), cuando se prepara el gel con bromuro 

de etidio directamente.  

Es necesario resaltar que se obtuvieron resultados no esperados por la 

aparición de contaminaciones, donde los controles negativos resultaron positivos. 

Ante esta situación, se prepararon nuevas soluciones de reactivos, maximizando las 

medidas tendientes a evitar el riesgo de contaminación. Luego de varios intentos 

fallidos se logró estabilizar el ensayo LAMP, obteniendo resultados correctos pero, al 

momento de realizar una nueva curva de diluciones con los reactivos nuevos, no se 

pudieron obtener resultados. De esta manera, es necesario aclarar que la figura 7B 

muestra la primer curva de dilución realizada con reactivos preparados antes de mi 

trabajo realizado en el marco del PROCAGRA. En consonancia con otros trabajos 

publicados, es probable que el límite de detección, a partir de la puesta a punto 

realizada durante el trabajo, sea mayor a la aquí presentada. Resta aún continuar 

evaluando LAMP y su límite de detección ya que probablemente se obtengan mejores 

resultados, en términos de sensibilidad analítica, que los aquí detallados.  

Si bien la utilización del espectrofotómetro Nanodrop puede brindar un 

resultado aproximado acerca de la concentración de DNA de M. bovis AN5. Sería 

importante, en caso de contar con mayor cantidad de DNA, corroborar la 

concentración de DNA, utilizado en la curva de sensibilidad, mediante 

espectrofotometría a longitud de onda 260nm.  

En la figura 7A se observa el resultado de una PCR-IS6110, en donde se 

obtuvieron las bandas esperadas (245pb). En las calles 4,5, 6 se observaron bandas 

nítidas, mientras que en la calle 7 solo se visualizó una banda débil. De esta manera, el 
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ensayo de PCR-IS6110 presentó un límite de detección de aproximadamente 616 

copias del genoma (dilución 10
-4

). Por otro lado, en la figura 7B del ensayo de LAMP-

IS6110 se observó resultado positivo en las calles 2, 3 y 4, mientras que solamente en 

las calles 1 y 2 se pudo apreciar levemente la estructura de escalones típica de LAMP. 

En este último ensayo se obtuvo un límite de detección de aproximadamente 6160 

copias del genoma (dilución 10
-3

), el cual es un logaritmo menor que el límite de 

detección obtenido por PCR-IS6110. Estos resultados no coinciden con otros trabajos 

previamente publicados (15, 17), donde se describieron valores mayores de 

sensibilidad al ensayo de LAMP.  

En cuanto a la tecnología LAMP, se plantea la misma como una alternativa de 

diagnóstico que podría complementarse a los métodos de diagnosis regulares. 

Considerando sus beneficios y limitaciones, el uso de LAMP permitiría obtener 

resultados en tiempos relativamente más cortos en comparación con las técnicas de 

diagnóstico convencionales, así como también su potencial aplicación dentro de un 

laboratorio de baja infraestructura.  

Una de las ventajas remarcables de la técnica LAMP es la disminución de los 

tiempos de diagnosis, con la posibilidad de acortar los tiempos de una PCR 

convencional de 5hs a 2 o 3hs. Así mismo la posibilidad de realizar la amplificación a 

temperatura constante, permite la utilización de artefactos sencillos y económicos 

como termobloques; sin requerir la utilización de equipamiento costoso durante el 

proceso. Posteriormente, al ser un ensayo con una alta tasa de síntesis de DNA, resulta 

práctica e interesante la posibilidad de visualizar a simple vista los productos 

amplificados sin la utilización de geles de agarosa y transiluminadores, a partir de la 

turbidez formada por la concentración elevada de pirofosfato de magnesio. Esto 

posibilita no solo la independencia de electroforesis en agarosa y transiluminadores 

para revelar el producto amplificado, sino que además posibilita la observación de los 

resultados inmediatamente luego de la amplificación, haciendo la técnica más rápida 

que la PCR convencional.  

Por otro lado, cabe remarcar que el valor comercial de la enzima polimerasa Bst 

es cuatro veces superior al de la Taq polimerasa utilizada en la PCR convencional. Otra 

limitación de LAMP es el riesgo de aparición de contaminaciones, por ejemplo, con 

amplicones. El hecho que esto haya ocurrido a lo largo del trabajo, imposibilitó 

continuar indagando en potenciales variantes tendientes a mejorar la sensibilidad 

analítica aquí presentada, como así también en su utilización directa sobre muestras 

clínicas.  

En síntesis, el trabajo aquí presentado deja establecido potenciales mejoras a 

realizar sobre LAMP, entendiendo que resta aún continuar trabajando en este ensayo 

para su incorporación como técnica complementaria al diagnóstico convencional de la 

tuberculosis bovina, a partir de diversas muestras clínicas como, por ejemplo, 

hisopados, tejidos y leche. 
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Anexo 1. Principio de la técnica de amplificación isotérmica mediada por bucles (LAMP) con un juego de cuatro 

primers. Las etapas de la reacción son tres: inicial (a), de amplificación (b) y de elongación y repetición de etapa de 

amplificación (c). Existen 6 regiones que flanquean al DNA objetivo: F3, F2, F1, B1c, B2c y B3c desde el extremo 5´OH 

(F3c, F2c, F1c, B1, B2 y B3 son sus regiones complementarias desde el extremo 5´PO4). Se sintetizan dos pares de 

primers: dos interiores (FIP y BIP) y dos exteriores (FOP y BOP). (b) Estructura inicial en donde la región F2 del 

primer FIP se hibrida con su región complementaria (F2c) dentro del DNA objetivo para comenzar la polimerización. 

Luego, el primer FIP (F3) se complementa a F3c para dar lugar a un molde de simple hebra gracias a la actividad de 

desplazamiento de hebra y elongación de la polimerasa Bst. Posteriormente, se sintetiza DNA a partir del molde de 

simple hebra utilizando como cebador BIP (B3), dando lugar a la estructura 5 que posee bucles en sus extremos. (c ) 

Paso de amplificación a partir de la estructura 5: FIP se hibrida con su región complementaria ( F1+F2c). Luego de 

varios pasos, se genera la estructura 7 que es complementaria a la estructura 5, así como desde la estructura 8 se 

genera nuevamente la estructura 5. Las estructuras 9 y 10 son producidas a partir de las estructuras 6 y 8, 

respectivamente. Estructuras con bucles más largas son generadas también (11 y 12). Las reacciones de elongación 

son iniciadas desde los subproductos del paso cíclico de amplificación, generando varios tamaños de productos. 
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