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" Pulgadas 

% Porciento o porcentaje 

< Menor 

Ó Mayor o igual 

® Marca registrada 
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µg Microgramo 
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BDÊ  Becton Dickinson - Trade mark 
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Corp. Corporción 
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hexadeciltrimetilamonio) 



Abreviaturas  

 

2 
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MMC Micro-método colorimétrico 
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Spoligotyping Spacer oligo typing (Tipeo con oligonucleótidos espaciadores) 
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Resumen 

La tuberculosis bovina, causada por Mycobacterium bovis (M. bovis), es endémica en 

la Argentina. Su presencia en el ganado bovino representa un riesgo para la salud 

humana debido a su carácter zoonótico, pudiendo además afectar a diversos 

mamíferos. En el hombre, M. bovis causa enfermedad con presentación pulmonar o 

extrapulmonar siendo la clínica indistinguible de la producida por Mycobacterium 

tuberculosis. Los más expuestos son los niños que consumen leche o sus derivados 

sin pasteurizar, los adultos relacionados con la actividad laboral pecuaria y también los 

cazadores. Para evitar la llegada del agente al consumidor, una de las últimas barreras 

de protección es la inspección bromatológica en el frigorífico para poder detectar 

lesiones compatibles con tuberculosis y decomisar los órganos afectados y si está 

generalizado la res completa. Se realiza visualmente y por palpación, pero debido a la 

patogenia de la tuberculosis, sólo las lesiones crónicas pueden ser evidenciadas por 

este monitoreo. La micobacteria puede estar presente incluso en tejidos sin lesión 

aparente, siendo los principales órganos afectados los linfonódulos y los pulmones, 

pudiéndose encontrar en otros órganos parenquimatosos como el hígado. Esto puede 

conducir a escapes del sistema de vigilancia permitiendo que las micobacterias 

lleguen a los comercios y posteriormente al consumidor. 

En este trabajo fueron recolectados 210 pulmones junto con los linfonódulos 

correspondientes y 6 hígados bovinos, provenientes de un frigorífico y de 6 carnicerías 

de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y de la provincia de Buenos Aires. Los 

pulmones recolectados en el frigorífico fueron inspeccionados in situ y se tomaron 

muestras del órgano para el trabajo en el laboratorio. Los pulmones e hígados que 

fueron comprados completos en carnicerías y fueron inspeccionados en el laboratorio.  

Se obtuvieron un total de 5 aislamientos de M. bovis en medio Stonebrink confirmados 

por PCR IS-6110 (aislamientos N° 134, 719, 179, 182 y 184) y además 12 

aislamientos de micobacterias no tuberculosas confirmadas por la secuenciación de 

los genes hsp65, rpoB, 16S ARNr y secuenciación genómica de alto rendimiento para 

uno de ellos. Los aislamientos de M. bovis fueron caracterizados molecularmente por 

Spoligotyping y MIRU-VNTR. Se pudieron distinguir 3 patrones de Spoligotyping que 

se correspondieron con 3 patrones de MIRU-VNTR, 3 aislamientos compartieron 

ambos patrones y los otros 2 fueron únicos. Adicionalmente, se investigó en 3 de los 

aislamientos su capacidad de resistencia a drogas utilizadas en el tratamiento de la 

tuberculosis en humanos (rifampicina, isoniazida, etionamida, levofloxacina y 

estreptomicina), encontrándose que el aislamiento 184 era resistente a isoniazida y el 

aislamiento 134 era multirresistente (presentando resistencia a los 4 antibióticos 
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probados y considerado ñborderò para levofloxacina). Se realizó la secuenciación 

completa del genoma de uno de los aislamientos identificado como M. kansasii 

empleando una plataforma Illumina mySeq. El genoma fue anotado y se describió sus 

características así como también se evaluó la presencia de single nucleotide 

polymorphism (SNPs) en genes de virulencia y genes relacionados a la resistencia a 

antibióticos y codificantes de antígenos empleados para el diagnóstico de tuberculosis. 

Se evaluó la virulencia y transmisibilidad de los aislamientos N° 134 y 182 junto con 

una cepa de referencia M. bovis AN5 (considerada de virulencia intermedia), en un 

modelo murino. Los animales fueron inoculados intratraquealmente, con 1x105 UFC de 

cada una de las cepas a evaluar, y dichos animales se pusieron en contacto con 

ratones sin inocular en una relación 1:1. Se evaluó la virulencia en los animales 

inoculados, mientras que en los contactos sanos, se evaluó la transmisibilidad de las 

cepas. Se realizó la eutanasia de 5 animales infectados y 5 animales contactos sanos 

de cada grupo, en los tiempos 30, 60 y 90 días post-inoculación. Se cultivaron los 

pulmones y bazos de todos los animales infectados y los contactos sanos en los 

medios apropiados, evaluando su crecimiento semanalmente. Adicionalmente, los 

bazos fueron procesados para cuantificar las citoquinas IL-4, TNF Ŭ e INFɔ por 

citometría de flujo mediante el kit comercial Cytometric bead array. El aislamiento N° 

134 demostró ser virulento por producir sintomatología incompatible con la vida al día 

16 posterior a la inoculación, produciendo la muerte de 9 animales, los 6 restantes 

fueron eutanasiados. El aislamiento N° 182 generó esplenomegalia en los ratones 

infectados, pero no se observó el desmejoramiento ni la muerte de los animales. 

Además, se pudo describir la transmisibilidad del aislamiento 182, mediante el 

aislamiento de la micobacteria a partir de bazo de uno de los animales ñcontactoò. 

A partir del presente trabajo se pudo detectar la presencia de micobacterias tanto 

zoonóticas como ambientales en vísceras comercializadas. La virulencia, 

transmisibilidad y la resistencia a antibióticos de cada una de ellas fue variable, 

requiriéndose de estudios futuros para una mejor comprensión del impacto de estas 

observaciones en la dinámica de la enfermedad tanto en el ámbito veterinario como en 

Salud pública. 

 

Palabras clave: Mycobacterium bovis, spolygotyping, MIRU-VNTR, resistencia a 

antibióticos, PCR. 
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Abstract 

Bovine tuberculosis, a disease caused by Mycobacterium bovis (M. bovis), is endemic 

in Argentine. Its presence in cattle represents a risk to human health, due to its 

zoonotic nature and can also affect various mammals. In human beings, M. bovis 

causes disease with pulmonary or extrapulmonary presentation, being the clinical 

manifestation undistinguishable from that produced by M. tuberculosis. The most 

exposed are children who consume unpasteurized milk or its products, adults who 

works with livestock and also hunters. To avoid the arrival of the agent to the 

consumer, one of the main barriers of protection are the carcasses post-mortem 

inspection at the slaughterhouse, to detect and confiscate organs with lesions 

compatible with tuberculosis or even the hole animal. Inspection is performed visually 

and by palpation of the bovine organ, but due to the pathogenesis of the 

Mycobacterium, only the chronic lesions can be evidenced in this inspection. The 

Mycobacterium might be present even in tissues without apparent lesion, being the 

lymph nodes and the lungs, the most affected organs: Other parenchymal organs such 

as the liver could also be affected. This can lead to escapes of the surveillance system 

allowing the Mycobacteria to reach the stores and hence, arrive to the consumer. 

In this study, 210 lungs along with the corresponding lymph nodes and 6 bovine livers 

were collected, in one slaughterhouse and 6 butchers´ shops in the city of Buenos 

Aires and the great Buenos Aires area. The lungs collected in the slaughterhouse were 

inspected in situ and small portions of them were taken. Complete lungs and livers that 

were bought in butchers´ shops and were then inspected in the laboratory. 

A total of 5 isolates of M. bovis were obtained in Stonebrink medium and its identity 

confirmed by PCR IS-6110 (isolates number 134, 719, 179, 182 and 184). Additionally 

12 non-tuberculous mycobacteria were isolated and confirmed by the sequencing of 

the hsp65, rpoB and 16S rRNA genes. The isolates of M. bovis were molecularly 

characterized by Spoligotyping and MIRU-VNTR. We could differentiate 3 

Spoligotyping patterns that corresponded with the 3 patterns of MIRU-VNTR obtained. 

Three isolates shared both patterns and the other 2 were unique. Additionally, drug 

resistance to human treatment commonly used drugs (rifampicin, isoniazid, 

ethionamide, levofloxacin and streptomycin) was investigated in all M. bovis isolates, 

and it was found that isolate number 184 was resistant to isoniazid and isolate number 

134 was multi-resistant (showing resistance to the 4 antibiotics tested and considered 

"border" for levofloxacin). One non-tuberculous mycobacteria isolates from which good 

quality DNA was obtained was completely sequenced (whole genome sequencing). 

The genome was annotated and its characteristics were investigated as well as the 
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presence of single nucleotide polymorphism (SNPs) in virulence genes and genes 

related to resistance to antibiotics and antigens used for diagnosis. 

The virulence and transmissibility of isolates number 134 and 182 were evaluated 

together with a reference strain M. bovis-AN5 (considered of intermediate virulence), in 

an experimental assay in a mouse model. A total of 99 BALB/c female mice aged 5 

weeks, were separated in 3 groups of 33 animals each. In turn, each group was divided 

into 6 cages, the first cage with 3 animals and the remaining cages with 6 animals. All 

animals in cage number 1 of each group and 3 from each of the remaining cages, were 

intratracheally inoculated under sedation with isoflurane, with 1x105 CFU of each of the 

strains to be evaluated, suspended in 100 ɛL of PBS, keeping the relationship between 

inoculated animal and healthy contact 1:1. Virulence was evaluated in those animals 

that were inoculated, while in the healthy contacts that were living with the infected 

animals the transmissibility of the strains was investigated. Euthanasia of 5 infected 

animals and 5 healthy contact animals of each group were performed at times 30, 60 

and 90 days post-inoculation. The lungs and spleens of all infected animals and 

healthy contacts were cultured. The cultures were grown at 37°C for up to 2 months, 

with weekly evaluation of their growth. Spleens were further processed to measure the 

cytokines IL-4, TNFŬ and INFɔ with the use of a commercial Cytometric bead array kit. 

Strain number 134 showed to be virulent because it produced symptoms incompatible 

with life on day 16 after inoculation, producing the death of 9 animals, the remaining 6 

were euthanatized and processed. Strain number 182 generated spleen enlargement 

in the infected mice, but it did not generate the illness or death of any of them. The 

transmissibility of strain 182 could be evidenced, due to the observation of the growth 

of colonies from a spleen of a contact animal in the time of euthanasia 90 days after 

inoculation. 

It was possible to detect the presence of both, zoonotic and environmental 

mycobacteria, in commercialized viscera. The virulence, transmissibility and drug-

resistance of the M. bovis strains was variable, requiring future studies for a better 

understanding of the dynamics of the disease. 

 

Key words: Mycobacterium bovis, spolygotyping, MIRU-VNTR, drug-resistance, PCR. 
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Introducción 

Generalidades 

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infectocontagiosa generalmente de 

curso crónico causada por Mycobacterium bovis (M. bovis). Su hospedador principal 

es el bovino, pero otras especies domésticas y silvestres también pueden ser 

afectadas por esta micobacteria. Por su carácter zoonótico, M. bovis afecta también al 

hombre.  

La TBB genera grandes pérdidas económicas, ya que muchos órganos y medias reses 

son decomisados durante la inspección en playa de faena. Asimismo, a nivel 

productivo, provoca disminución de hasta un 6% en la fertilidad; disminución de la 

producción láctea de las vacas en ordeñe en un 6,25% (Magnano et al., 2016) pérdida 

del 15% en promedio del peso normal del animal, disminuyendo la producción de 

carne; asimismo, produce el deterioro que produce en la inmunidad y lo hace 

susceptible a otras enfermedades (SENASA, 2007).  

La transmisión de M. bovis entre el ganado bovino es principalmente por vía 

respiratoria (80-90%), seguida de la digestiva por la ingesta de leche (10-20%), 

observada fundamentalmente en terneros que maman de vacas con mastitis 

tuberculosa (SENASA, 2007; Phillips et al., 2003). La dosis infectiva por vía 

respiratoria, es significativamente menor respecto de la digestiva, en la que se 

requieren millones de bacilos para establecer la infección (Phillips et al., 2003). Los 

sistemas de producción que favorecen el contacto entre el ganado, tales como el 

engorde en corral, conocido también por su denominación en inglés feedlot, y de 

producción lechera, generalmente tienen una prevalencia de la enfermedad más alta 

que aquellos en los que el ganado pastorea en grandes extensiones. Esto puede 

explicarse por el contacto estrecho y prolongado entre ganado infectado y susceptible 

(Perez et al., 2002). La vía de ingreso de la micobacteria definirá el lugar de asiento de 

las principales lesiones. Cuando es la respiratoria, se ven principalmente afectados los 

pulmones, linfonódulos traqueobronquiales y mediastínicos. La micobacteria es 

fagocitada por los macrófagos alveolares, estableciéndose la infección, siendo en esta 

instancia en la que se forma el ñcomplejo primarioò (lesión inicial en el punto de 

entrada de la micobacteria y en el linfonódulo satélite). El mismo puede estabilizarse y 

quedar limitado en ese órgano, permaneciendo contenido sin generalizarse, o ser 

eliminado. Sin embargo, existe la posibilidad de diseminación a órganos vecinos por 

vía canalicular, vía linfática o hematógena. La diseminación de la micobacteria puede 

deberse a una generalización precoz o tardía, que llevará a la aparición de distintas 

lesiones granulomatosas en el bovino. El grado de diseminación y la velocidad en la 
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que ocurra dependerá del estado inmunológico del bovino, generalizándose más 

rápidamente en animales cuya inmunidad está más comprometida, dependiendo a su 

vez de la dosis infectiva y de la virulencia de la micobacteria. Las lesiones 

granulomatosas típicas inicialmente son microscópicas y solamente visibles por 

histopatología, llegando a ser macroscópicamente visibles en tiempos de evolución 

más avanzados (Cassidy et al., 2006; Domingo et al., 2014).  

La enfermedad en un rodeo, en general, es clínicamente inaparente. Cuando se 

manifiesta, los bovinos pueden exhibir pérdida de peso (hasta el estado de 

consunción), disminución de la fertilidad y la producción, signos de órgano (signología 

asociada al órgano afectado), tos y disnea (Cassidy et al., 2006; Domingo et al., 2014). 

 

Características de las micobacterias, taxonomía:  

Taxonómicamente las micobacterias se clasifican en el orden Actinomycetales, dentro 

de la familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. Son bacilos cortos, aerobios, 

inmóviles, no formadores de esporas y no flagelados (de Kantor, 1988). El género 

Mycobacterium es uno de los más antiguamente definidos, y con el que se había 

designado a un grupo de microorganismos que crecían formando una película en 

medio líquido (Rastogi et al., 2001). El esqueleto de la pared está formado por dos 

polímeros, un glicopéptido y un arabinogalactano, covalentemente unidos por puentes 

fosfodiéster (Holt et al., 1994). Entre los lípidos se encuentran los ácidos micólicos, 

ácidos grasos de alto peso molecular, ramificados e hidroxilados, cuya producción las 

diferencia del resto de los microorganismos que integran el orden (Rastogi et al., 

2001). Una de las propiedades más distintivas de este género es la coloración de 

Ziehl-Nielsen, ya que una vez que los ácidos micólicos fijan al colorante (fucsina 

básica fenolada), resisten la decoloración con ácido-alcohol. Por esta característica se 

los denomina bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR) (Holt et al., 1994). M. bovis, 

junto con M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. bovis subsp. caprae, M. africanum, M. 

microti, M. canetti, M. pinnipedii sp. nov. M. mungi sp. nov., y M. suricattae forman un 

grupo particular denominado complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (Alexander 

et al., 2010). Estas especies, agentes causales de tuberculosis en animales y 

humanos, están estrechamente relacionadas a nivel de ADN, con un 99,9% de 

similitud a nivel nucleotídico e idénticas secuencias de ARNr 16S (Brosch et al., 2002). 

Cada miembro del complejo está asociado a un hospedador primario principal, aunque 

la infección también puede producirse en hospedadores alternativos (Smith et al., 

2006). En el año 2018, a partir de los análisis filogenéticos comparativos de los 

genomas de 150 especies de micobacterias realizado por Gupta y col., (2018) se 
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concluyó que existen 5 grupos monofiléticos distintivos en este género. Estos nuevos 

grupos fueron designados como: ñTuberculosis-Simiae,ò (este incluye a la mayor²a de 

las especies de micobacterias de crecimiento lento de importancia clínica incluyendo a 

aquellas relacionadas con M. tuberculosis, M. avium, M. gordonae, M, kansasii y M. 

simiae) ñTerrae,ò renombrado como Mycolicibacter gen. Nov, ñTriviale,ò renombrado 

como Mycolicibacillus gen. Nov ñFortuitum-Vaccae,ò renombrado como 

Mycolicibacterium gen. Nov y ñAbscessus-Chelonaeò renombrado como 

Mycobacteroides gen. Nov, (Gupta et al., 2018). 

Asimismo, durante el año 2018, Oren y Garrity, propusieron un cambio de 

nomenclatura basado en un análisis filogenómico, que involucra a varios grupos de 

bacterias e incluye el cambio el género de Mycobacterium a Mycolicibacterium para 

algunas especies de MNT. Están contempladas en el cambio, M. fortuitum, M. 

insubricum, M. phlei, M. porcinum, M. senegalense, M. septicum, M. smegmatis, M. 

vulneris y M. wolinskyi, entre otras. Otras micobacterias también fueron reclasificadas 

y cambiaron de grupo taxonómico de Mycobacterium a Mycobacteroides (como fue el 

caso de M. abscessus), Mycolicibacillus y Mycolicibacter. Estas nuevas clasificaciones 

afectan principalmente a las MNT, manteniéndose la nomenclatura para las 

micobacterias del CMT. Esta nueva taxonomía fue comentada en la reciente reunión 

de la Sociedad Latinoamericana de Micobacterias (SLAMTB) que se llevó a cabo en 

noviembre de 2018 en Chile. En nuestro trabajo, a la espera del establecimiento de un 

consenso internacional, la taxonomía de las MNT se ha realizado considerando el 

criterio anterior. 

 

Diagnóstico de la TBB 

El método primario oficial de diagnóstico en el ganado vivo, aceptado en el Plan 

Nacional de Control y Erradicación de la TBB, es la prueba intradérmica con 

tuberculina bovina, que emplea el derivado proteico purificado (PPD) obtenido de la 

cepa de referencia M. bovis AN5. La prueba consiste en la aplicación de la PPD en el 

pliegue ano-caudal del animal y posterior medición de la induración provocada como 

consecuencia de la respuesta inmune mediada por células a los antígenos inoculados. 

También está aceptada la aplicación de la PPD en la tabla del cuello como la doble 

comparativa con PPD aviar en casos particulares donde hay alta prevalencia de M. 

avium y se requiere incrementar la especificidad (SENASA, 2016). La respuesta 

inmune generada es una reacción de hipersensibilidad retardada mediada por células 

T, sensibilizadas por el contacto con el antígeno. Su sensibilidad y especificidad la 

posiciona como una buena prueba diagnóstica. Sin embargo debido a que, la 

tuberculina bovina comparte epítopes con otras micobacterias y algunas otras 
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bacterias relacionadas puede dar reacciones cruzadas (falsos positivos) en animales 

infectados por MNT (Palmer et al., 2006). 

Se han determinado distintos grados de sensibilidad y especificidad oscilando entre 

70-75% y 96-99%, respectivamente (Wedlock et al., 2002). En Argentina, de Kantor y 

col., (1984) estimaron una sensibilidad entre el 79,2 y 91,7% con una dosis de 0,1 y 

0,25 respectivamente. Por otro lado, Francis y col. describieran una sensibilidad del 

72% y una especificidad del 98,8%. De la Rua Domenech y col. reportaron una 

sensibilidad entre 63,2% y 100% para la intradermorreacción aplicada en el pliegue 

ano caudal y una especificidad entre 75,5% y 99%. El empleo de la prueba cervical 

doble comparada, mejora la especificidad, describiéndose una sensibilidad entre 52% 

y 100% y una especificidad entre 78,8% y 100%.  

Una alternativa es la medición de la respuesta celular in vitro mediante el dosaje de 

INF ɔ. Este diagnóstico está basado en la medici·n del INFɔ liberado por los linfocitos 

al ser estimulados con antígenos específicos a partir de una muestra de sangre entera 

heparinizada. Esta producci·n de INFɔ se revela mediante una prueba de ELISA 

sándwich. Los rangos medios de sensibilidad y especificidad son de 87,6% y 96,6% 

respectivamente.  Existe un ensayo comercial cuyo costo es elevado para ser utilizado 

a nivel poblacional para el diagnóstico (Kit Bovigam - Prionics AG). Su empleo en 

combinación con la IDR dependerá de la zona, utilizándose en paralelo en regiones 

con rodeos persistentemente infectados, (para aumentar la sensibilidad diagnóstica y 

as² controlar m§s r§pidamente la enfermedad) y ñen serieò en regiones libres o con 

muy baja prevalencia para detectar verdaderos reactores a la IDR (sospechados de 

ser reactores inespecíficos). Por otra parte, el empleo del diagnóstico serológico, que 

evalúa la respuesta humoral, permite la detección de la enfermedad en animales que 

se encuentran en estado de anergia y reaccionan negativamente a la IDR. Cabe 

mencionar que ninguna de estas pruebas está aceptada como prueba oficial en el 

marco del plan Nacional de control y erradicación de la TBB. 

El diagnóstico post-mortem de la TBB se utiliza para la confirmación bacteriológica de 

la enfermedad, ya que el cultivo y subsiguiente identificación bioquímica es 

considerado ñel est§ndar de oroò del diagn·stico de certeza de la enfermedad. Se 

aplica principalmente en animales reactores positivos a la PPD que fueron eliminados, 

o a partir de los decomisos y lesiones detectadas tanto durante la inspección 

bromatológica como en hallazgos patológicos. La inspección bromatológica en playa 

de faena se fundamenta principalmente en la inspección visual y la palpación de 

determinados órganos según el siguiente protocolo: pulmón (visualización y palpación 

y corte foliado de los linfonódulos bronquiales y mediastínicos), hígado (visualización y 

palpación, incisión del parénquima e incisión foliada de los linfonódulos retro-hepáticos 
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y portales), además de la revisación de los linfonódulos de inspección obligatoria (3 

craneales: preescapular, prepectoral, preesternal; y 3 distales: precrural o prefemoral, 

isquiático, inguinal superficial o retromamario en caso de ser hembras, e ilíacos), que 

se realiza por cortes foliados. Cuando se detectan LCT en un único órgano, éste es 

decomisado. Cuando se encuentran LCT en 2 o más órganos o en pleura, se 

interpreta que hubo una diseminación de la micobacteria por vía hematógena, 

realizándose un decomiso completo del animal (vísceras y carne) 

(http://www.senasa.gob.ar/sites/default/files/ARBOL_SENASA/INFORMACION/NORM

ATIVA/4238/capitulo_xi.pdf). 

La sensibilidad del cultivo se ve afectada por diferentes causas, siendo los puntos 

críticos la toma de muestra, su transporte, la conservación, el tiempo que transcurre 

hasta que es procesada y principalmente el proceso de descontaminación de la flora 

acompañante. M. bovis crece preferencialmente en el medio Stonebrink, un medio 

selectivo a base de huevo que tiene como fuente de carbono piruvato de sodio y 

contiene verde de malaquita como inhibidor de desarrollo de la flora microbiana 

acompañante, sobre todo de bacterias gram positivas. Se cultiva a 37°C durante 8 

semanas con inspección semanal (Manual de Micobacterias, Asociación Argentina de 

Veterinarios de Laboratorio de Diagnóstico, 2005). 

 

Diagnóstico molecular: 

Como consecuencia del desarrollo lento de las micobacterias en el cultivo in vitro (4-8 

semanas), la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, siglas del inglés Polymerase 

Chain Reaction) es una alternativa rápida, sensible y específica para el diagnóstico 

temprano de la TB. La PCR puede ser aplicada a partir de distintas muestras clínicas 

como la leche (Bernardelli et al., 2005; Zumárraga et al., 2012) y órganos con 

presencia o ausencia de lesiones (Araùjo et al., 2014; Zumárraga et al., 2001). La 

identidad de las colonias de bacterias desarrolladas en medios de cultivo también 

puede ser confirmada por PCR. Entre las secuencias blanco más utilizadas para la 

identificación de micobacterias del CMT se encuentran las secuencias de inserción 

IS6110 (Hermans et al., 1990), IS1081 (Collins et al., 1991), y Rv2807 (Araújo et al., 

2014).  

Cabe mencionar que el diagnóstico molecular ha sido recientemente incorporado al 

Plan de Control y Erradicación de la TBB como herramienta complementaria al 

diagnóstico. De este modo, los servicios de laboratorios de diagnóstico deben poseer 

la capacidad de realizar diagnóstico histopatológico, bacteriológico y eventualmente de 

biología molecular cuando se requiera la confirmación del resultado, especialmente de 

LCT en muestras de material tomado en necropsias o en el frigorífico, ya que dichas 
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lesiones pueden deberse tanto a M. bovis como a otras micobacterias, y provenir de 

linfonódulos de un animal reaccionante o de muestras tomadas para monitoreo de 

zonas en control (SENASA, Res. 128/12).  

Como resultado del trabajo de nuestro laboratorio junto al ministerio de la Producción 

de la provincia de Santa Fe se ha optimizado la prueba de PCR en leche de tanque de 

tambo para la detección de rodeos infectados con M. bovis (Zumárraga et al., 2012). 

Como consecuencia, en el año 2012, la provincia de Santa Fe, incorporó a la PCR-

IS6110 en leche de tanque de tambo como prueba oficial de vigilancia epidemiológica 

(Res. 949/12). Esto remarca el valor de las pruebas moleculares en el monitoreo de 

las infecciones. 

La PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR, del inglés quantitative PCR) es una 

variante de la PCR que permite visualizar el curso de la reacción a medida que se van 

formando los productos de amplificación. Como la formación de éstos es proporcional 

a la concentración del templado en la muestra, es posible su cuantificación, 

representando una de las principales características distintivas respecto de la PCR 

convencional o de tiempo final. La detección de los productos de amplificación se 

realiza a partir de la emisión de fluorescencia, no requiriéndose la separación de los 

productos de PCR mediante electroforesis horizontal, representando una ventaja 

adicional ya que se evita la apertura de los tubos, reduciendo el riesgo de 

contaminaciones. Por otra parte, es posible incrementar la especificidad de la reacción 

mediante la utilización de sondas, siendo una de las más usadas las del tipo 

hidrolizable como las Taq Man. Como ejemplo del uso de estas sondas para mejorar el 

diagnóstico de la TBB podemos citar el trabajo de Araùjo y col. (2014), donde utilizaron 

una PCR convencional seguida de una qPCR para mejorar la sensibilidad de la 

detección de micobacterias del CMT a partir de muestras de tejido de bovinos y 

bubalinos (Araùjo et al., 2014). 

 

Tratamiento de la tuberculosis  

En animales domésticos, de producción y de compañía, el tratamiento con antibióticos 

no es recomendado, puesto que es muy difícil que el propietario o tenedor lo cumpla 

adecuadamente durante el tiempo que es prescripto por el veterinario actuante, ya sea 

por falta de docilidad del animal o falta de compromiso y responsabilidad del que 

administra la medicación. Los animales de producción deben ser enviados a faena y 

se debe sugerir la eutanasia a los animales de compañía afectados.  La ley Nº 15.465 

(notificaciones médicas obligatorias) establece la obligatoriedad de notificar los casos 

de tuberculosis en animales de compañía a las autoridades sanitarias por parte del 
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veterinario o del laboratorio donde se realizó el diagnóstico. Según la comisión 

científica de Micobacterias de la Asociación Argentina de Veterinarios de Laboratorio 

de Diagnóstico, se debe evitar el tratamiento en mascotas y sugerir la eutanasia. La 

eutanasia en mascotas no es obligatoria y el dueño puede optar por realizar el 

tratamiento recomendado por el veterinario quien deberá presentarle la opción del 

tratamiento (el cual se puede ser realizado en el Instituto Pasteur o por su veterinario), 

luego de la firma de un consentimiento informado puesto que es una enfermedad 

zoonótica (Martinez Vivot et al., 2006). 

Sin embargo, al utilizar las mismas drogas para el tratamiento en humanos, se corre el 

riesgo que su uso incorrecto condicione su efectividad de éstas en humanos, llevando 

a la aparición de cepas resistentes.  

En humanos, se utiliza la combinación de 2 o más drogas y el tratamiento se realiza 

por al menos 6 meses, con controles periódicos de la evolución del paciente. En las 

personas, el cumplimiento del tratamiento completo suele ser bajo, puesto que un 

porcentaje de los pacientes abandonan el tratamiento, permitiendo la proliferación de 

los clones resistentes a ciertas drogas utilizadas. Esta es una de las principales 

causas de generación de cepas multiresistentes (Ministerio de Salud de la Nación, 

2014).   

La resistencia a drogas antituberculosas en micobacterias se da generalmente por 

presión selectiva de antibióticos. La micobacteria sufre continuamente mutaciones al 

azar en subpoblaciones de bacterias con una alta tasa. Por esta causa, cuando un 

tratamiento antibiótico no se realiza correctamente (tiempo prolongado y combinación 

de drogas adecuada), se seleccionan subpoblaciones resistentes. En consecuencia, la 

monoterapia debe evitarse para prevenir la selección de mutantes, siendo la 

probabilidad de que un bacilo presente resistencia a una droga, el producto de las 

probabilidades de resistencia a cada una de ellas. La Organización Mundial de la 

Salud recomienda como componente central de la estructura del plan de control de la 

tuberculosis en humanos, el tratamiento acortado estrictamente supervisado. Su 

esquema consiste en la administración simultánea durante una fase intensiva, de tres 

tuberculostáticos, rifampicina (RIF), isoniacida (INH) y pirazinamida (PZA), seguido de 

otra fase de sostén con RIF e INH, hasta completar seis meses bajo estricta 

supervisión médica (OMS, 2018). 

Conocer la micobacteria que está produciendo la enfermedad es de fundamental 

importancia al instaurar el tratamiento en humanos. Se debe considerar que M. bovis 

es naturalmente resistente PZA (Konno et al., 1967), pero no es habitual detectar 

resistencia a otras drogas.  
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Entre el 96 y100 % de los casos de resistencia a RIF, se produce por mutaciones en el 

gen rpoB, que codifica la subunidad ɓ de la ARN polimerasa ADN dependiente, 

impidiendo la formación del ARN mensajero por inhibición de la polimerasa (Tan et al., 

2012).  

La principal resistencia a INH surge como resultado de la pérdida de la actividad 

catalasa codificada por el gen katG, impidiendo la conversión a su metabolito activo, 

pero también, por mutaciones en genes que intervienen en la síntesis de ácidos 

micólicos de la pared celular como inhA (Zhang et al., 1992). 

La resistencia a EMB no ha sido completamente estudiada a nivel genético, sin 

embargo ha podido relacionarse con mutaciones en el gen embB, más frecuentemente 

en los codones 306, 319, 354 y 406 (Plinke et al., 2006). 

A pesar de ser éstas las más comunes, no son las únicas que pueden encontrase 

presentes y pueden no ser consideradas en los kits comerciales basados en detección 

molecular. La resistencia conjunta a RIF e INH define a una cepa como MDR 

(Imperiale et al., 2011).  

 

Métodos Moleculares y tipificación molecular:  

En año 2003, Garnier y col., secuenciaron y describieron el genoma completo de un 

aislamiento de M. bovis, (M. bovis AF2122/97) (Figura 1), obtenido en Gran Bretaña en 

el año 1997 a partir de un bovino que presentaba lesiones caseosas tanto en pulmón 

como en linfonódulos bronco-mediastínicos. La cepa fue caracterizada como virulenta 

(Garnier et al., 2003). El tamaño del genoma de esta cepa es de 4.345.492 pares de 

bases (pb), dispuestos en un único cromosoma circular, con un contenido de G-C del 

65,3%. Contiene además 3.952 genes que codifican proteínas, incluido un profago y 

42 secuencias de inserción (Garnier et al., 2003). El genoma de M. bovis fue 

comparado con el de la cepa M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis CDC1551. M. 

bovis y M. tuberculosis presentan un 99,5% de identidad, habiendo deleciones de 

aproximadamente 12,7 Kb en el genoma de M. bovis (Garnier et al., 2003; Zumárraga 

et al., 1999 b).  

Estas características diferenciales entre M. tuberculosis y M. bovis han permitido el 

desarrollo de métodos y estrategias para su identificación. Así se ha descripto una 

multiplex-PCR basada en una deleción de 12,7Kb en M. bovis en la región de 

diferencia RD7 (Zumárraga et al., 1999 b; Etchechoury et al., 2010). Esto es de 

particular utilidad en las regiones que tienen mayor frecuencia de transmisión 

zoonótica. 
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Figura 1: Representación circular del genoma de M. bovis. Gráfico tomado del paper de 
Garnier et al., 2003.  

 

La epidemiología molecular de la TBB ha evolucionado significativamente con la 

introducción de las técnicas basadas en PCR. Esto se debe a una reducción del 

tiempo para obtener resultados, de no requerir grandes cantidades de ADN para su 

realización y en algunos casos, poder aplicarse directamente sobre material clínico sin 

aislamiento previo. Entre las más difundidas se encuentra la técnica de hibridación 

reversa de Spoligotyping y las repeticiones en tándem de número variable (VNTR del 

inglés Variable Number Tandem Repeat). La primera se basa en la detección del 

polimorfismo de la región DR, específica del genoma de las micobacterias que 

conforman el CMT (Kamerbeek et al., 1997). Esta región está constituida por 

secuencias repetitivas directas, múltiples y conservadas, de 36 pb, entre las que se 

hallan intercaladas secuencias polimórficas (espaciadores), que poseen una longitud 

que oscila entre 35 y 41 pb. La presencia o ausencia de ñespaciadoresò de secuencia 

conocida, definen patrones de hibridaci·n o ñespoligotiposò permitiendo la 

diferenciación interespecie e intraespecie de las micobacterias que integran el CMT 

(Kamerbeek et al., 1997). La naturaleza del polimorfismo contempla principalmente 

deleciones, causadas por recombinaciones homólogas entre DR adyacentes o 

distantes, y duplicaciones durante la replicación del ADN (Figura 2).  
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Figura 2: Estructura del locus DR del genoma de M. tuberculosis H37RV y de M. bovis 
BCG. Los rectángulos verdes representan los Direct Repeat (DR) de 36 pb (Manual del Kit de 
Spoligotyping, Isogen).  

 

Existen herramientas in silico que permiten obtener un espoligotipo a partir de lecturas 

de la secuenciación de genomas completos. Existen distintos softwares disponibles, 

entre éstos el SpoTyping (Xia et al., 2016) que además de generar el espoligotipo, lo 

compara con la base de datos pública curada de Spoligotyping y MIRU-VNTRs de 

SITVIT (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) y el SpolPred 

(www.pathogenseq.org/spolpred) que predice el espoligotipo de las cepas a partir de 

lecturas obtenidas de la secuenciación del genoma completo (Coll et al., 2012; Laserre 

et al., 2018). Estas herramientas son de gran utilidad para realizar vigilancia 

epidemiológica y genotipificación de aislamientos de M. tuberculosis y M. bovis (Xia et 

al., 2016; Lasserre et al., 2018). 

Los VNTRs constituyen fragmentos de ADN repetitivos y dispuestos en tándem en 

distintas regiones del genoma. El polimorfismo se debe a la variabilidad del número de 

unidades repetitivas en cada locus, siendo los eventos recombinatorios del ADN una 

de las causas de su variabilidad (Supply et al., 2000; Homolka et al., 2008). 

Entre las distintas secuencias de este tipo se pueden mencionar a las ñUnidades 

Repetitivas Intercaladas en Micobacteriasò (MIRU) (Supply et al., 2000). Estas 

estructuras están compuestas por secuencias dispuestas en 41 lugares a lo largo del 

cromosoma de M. tuberculosis H37Rv. Doce de estas presentan polimorfismos en el 

número de copias que permite diferenciar distintos aislamientos (Figura 3). 
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Figura 3: Posición de los 41 MIRU loci en el cromosoma de M. tuberculosis H37Rv. 
Gráfico tomado del paper de Supply et al., 2000. 

 

La correcta interpretación de un estudio de tipificación molecular depende de la 

disponibilidad de la información epidemiológica clásica y del poder discriminatorio 

alcanzado con cada una de las técnicas aplicadas. El Spoligotyping es la mejor opción 

para estudios a gran escala de distribución de cepas de M. bovis, mientras que para 

establecer relaciones cercanas en el tiempo se requiere de marcadores moleculares 

más discriminativos como los VNTRs.  

Los estudios de epidemiología molecular en Argentina contribuyeron activamente con 

la mejor comprensión de la distribución de cepas de M. bovis, tanto en la población de 

bovinos como en la de otros hospedadores susceptibles (Zumárraga et al., 1999 a; 

2013). En la actualidad, nuestro laboratorio cuenta con los espoligotipos de 2100 

aislamientos tipificados de distintos hospedadores de Argentina, Brasil, Uruguay, 

Paraguay y México (Shimizu et al., 2014; Zumárraga et al., 1999 a; Zumárraga et al., 

2009; Zumárraga et al., 2013; Etchechoury et al., 2010; Barandiaran et al., 2011; 

Cobos-Marin et al., 2005; Zanini et al., 2005; Colmegna et al., 2004; Rodríguez et al., 

2004). Uno de los resultados más relevantes fue la detección de un mismo 

espoligotipo (SB0140) que agrupó al 46% de los aislamientos de M. bovis de bovinos y 

otros hospedadores de Argentina (Zumárraga et al., 1999 a). Este genotipo es 

predominante en Reino Unido y en los países que fueron importadores de razas 

británicas a principios del siglo pasado como Irlanda, Nueva Zelanda y Australia 

(Cataldi et al., 2002). Asimismo se realizó un estudio comparativo con los espoligotipos 

de M. bovis de Argentina, Brasil, Chile, Venezuela y México, en el que se visualizó su 

distribución y frecuencia en cada país (Zumárraga et al., 2013). 

A nivel regional, en aislamientos de bovinos provenientes de las provincias de Buenos 

Aires, Santa Fe y Córdoba, se determinó que el espoligotipo predominante en todas 


