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Diagnóstico bacteriológico de 
tuberculosis bovina en bovinos reactores 
positivos a la prueba tuberculínica

RESUMEN

Mycobacterium bovis es el agente causal de la tuberculosis bovina (TBB), enfermedad zoonótica que afecta 
la producción láctea y cárnica. En nuestro país, el diagnóstico se realiza a través de la prueba tuberculínica 
o intradermorreacción aplicándose en el pliegue anocaudal (PAC). Como complemento a la PAC se pueden 
llevar adelante estudios bacteriológicos a partir de diversas muestras biológicas como secreción nasal, leche 
y tejidos. A su vez, se puede observar el desarrollo de lesiones y su ubicación anatómica, además de colectar 
muestras para ser analizadas a través de bacteriología e histopatología. El objetivo de este estudio fue eva-
luar la presencia de M. bovis en muestras de secreciones nasales, leche y tejidos pertenecientes a bovinos 
PAC-positivos y caracterizar lesiones macro y microscópicas compatibles con la TBB. Fueron procesadas 744 
muestras pertenecientes a 572 bovinos, provenientes de 24 rodeos lecheros de las provincias de Córdoba, 
Santa Fe y Buenos Aires. Todos ellos se encontraban, durante este estudio, en etapa de saneamiento presen-
tando una baja prevalencia (entre 0,5 y 4%). Se aisló M. bovis en 12,4% (71/572) de los bovinos examinados. 
Dicho agente provino de muestras de tejidos 36,5% (38/104), seguido de leche 10,7% (23/214) y, por último, 
desecreciones nasales 3,9% (10/254). Por un lado, el estudio bacteriológico a partir de las muestras de leche 
y secreciones nasales presentó una limitada efectividad. Por otro lado, el análisis de tejidos resultó de mayor 
utilidad como diagnóstico complementario, permitiendo confirmar los casos sospechados de TBB. 
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ABSTRACT
Mycobacterium bovis is the causative agent of bovine tuberculosis (BTB), considered a zoonotic disease. In our country, 

the diagnosis is based on the application of the tuberculin skin test (TST). Conventional culture, from various biological 
samples, can complement the TST test results. Regarding this, it is possible to perform sampling and subsequent analysis 
of nasal discharge, milk and tissues. The latter allows the observation of macroscopic lesions, the anatomical location 
in addition to collect biological samples to be analyzed by bacteriology and histopathology. The aim of this study was to 
evaluate the presence of M. bovis in samples of nasal secretions, milk and tissues in cattle PAC-positive and characterize 
gross and microscopic lesions compatible with BTB. A total of 744 samples belonging to 572 cattle from dairy herds in the 
provinces of Córdoba, Santa Fe and Buenos Aires, were processed. All of them were, during this study, in stage of control 
of BTB showing a low prevalence (between 0.5 to 4%). About 12.4% (71/572) M. bovis isolations from cattle examined 
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was obtained. These isolations were from tissue samples 36.5% (38/104), followed by milk 10.7% (23/214) and nasal 
secretions 3.9% (10/254). Bacteriology from milk samples and nasal secretions were of limited effectiveness. On the other 
hand, tissue analysis was more useful as complementary diagnostic, allowing confirmation of suspected cases of BTB.

Keywords: Mycobacterium bovis, bacteriology, tissues, cattle.

INTRODUCCIÓN

La tuberculosis bovina (TBB), cuyo agente etiológico es 
Mycobacterium bovis, es una enfermedad infecciosa de ca-
rácter zoonótico que ocasiona serios problemas productivos, 
económicos y en la salud pública (Grange  et al., 2001). Se 
considera que 500 millones de bovinos estarían infectados 
con Mycobacterium bovis en el mundo, ocasionando una 
pérdida económica estimada en USD 3 billones (Hewinson 
et al., 2001). En este sentido, un estudio realizado en Irlanda 
(Boland et al., 2010) adjudica un 10% de disminución en la 
producción anual de leche en bovinos positivos a la intrader-
morreacción a diferencia de aquellos no infectados.

El programa de control y erradicación de TBB en Argen-
tina se basa en la identificación y eliminación de animales 
infectados mediante la aplicación intradérmica de la prue-
ba anocaudal (PAC) (Secretaría de Agricultura, 2012). Ade-
más, se establece el monitoreo y la vigilancia epidemioló-
gica en frigoríficos donde los animales son inspeccionados 
con el fin de hallar lesiones compatibles con TBB (LCT). 

La PAC ocupa un lugar protagónico en el diagnóstico, es 
la prueba de referencia a nivel mundial, utilizada amplia-
mente como prueba tamiz para el diagnóstico in vivo de la 
enfermedad. De acuerdo a la normativa vigente (Secretaría 
de Agricultura, 2012), un establecimiento ganadero lechero 
debe demostrar la ausencia de reactores en todos los bo-
vinos mayores de 3 meses, durante dos PAC consecutivas 
para ser certificado como “Establecimiento Libre de TBB”.

Diversos estudios otorgan a la PAC distintos valores de 
efectividad, oscilando en un rango del 70% al 90% y del 75% 
al 99,8% para sensibilidad y especificidad respectivamente 
(Costello et al., 1997; De Kantor et al., 1984; Francis, 1978). 

Estos valores se encuentran relacionados con la preva-
lencia de cada predio ya puede influir directamente en el 
valor predictivo del ensayo diagnóstico. 

La posibilidad de un resultado falso positivo en un animal 
infectado puede deberse principalmente a reacciones ines-
pecíficas ocasionadas por otras micobacterias patógenas 
(M. avium, M. avium subsp. paratuberculosis) y ambienta-
les (De la Rua-Domenech et al., 2002). 

La observación de LCT puede resultar un buen comple-
mento diagnóstico, mientras que la utilización de métodos 
diagnósticos tales como bacteriología e histopatología per-
mite generar información adicional a la PAC con el fin de 
comprender de manera detallada la situación sanitaria de 
animales sospechados de TBB. En este sentido diversos 
estudios demostraron el uso diagnóstico de la bacteriología 
a partir de secreciones nasales (De Souza Figueiredo et al., 

2010; Neill et al., 1998), de leche (Pérez et al.; 2002; Zar-
den et al., 2013) y de tejidos (Liébana et al., 1995; Whipple 
et al., 1996), por lo que se la consideró como técnica de 
referencia en el diagnóstico confirmatorio de TBB.

El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar M. bovis 
a partir de secreción nasal, de leche y de tejidos provenien-
tes de bovinos positivos a la PAC, describiendo además la 
presentación de lesiones compatibles con TBB.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó un estudio observacional transversal entre enero 
de 2005 y enero de 2012. Se seleccionaron 572 bovinos de 
raza Holando-Argentino provenientes de 24 rodeos lecheros 
de las provincias de Córdoba, Santa Fe y Buenos Aires. Di-
chos rodeos, presentaron una prevalencia aparente que os-
ciló entre 0,5 y 4%; encontrándose en etapa de saneamiento 
durante este trabajo. Todos los bovinos incorporados a este 
estudio resultaron positivos a la PAC, llevada a cabo según 
la normativa vigente (Secretaría de Agricultura 1999 y 2012). 
Las muestras biológicas recolectadas fueron las siguientes:

Ante mortem

Secreción nasal

Se recolectaron muestras de secreción nasal utilizando 
hisopos estériles, previa sujeción del animal en cepo. Se 
obtuvieron dos muestras por animal introduciendo el hiso-
po en cada ollar al menos 3 veces con movimientos ascen-
dentes y descendentes. Las muestras fueron conservadas 
a 4 ºC y luego decontaminadas utilizando el método de 
Petroff (Jorge et al., 2005). Posteriormente fueron sembra-
das por duplicado en los medios Stonebrink y Löwenstein 
Jensen e incubadas a 37 ºC durante dos meses. Los de-
sarrollos micobacterianos obtenidos fueron observados en 
microscopio (baciloscopía), previa tinción de Ziehl Neelsen 
(ZN) a fin de evidenciar la presencia de bacilos ácido alco-
hol resistentes (BAAR).

Leche

Se higienizó y desinfectó la glándula mamaria según los 
procedimientos previstos en la rutina de ordeñe descripto 
en la “Guía de Buenas Prácticas en explotaciones lecheras” 
(FAO, 2012). Tras la eliminación de las primeras secrecio-
nes de cada cuarto mamario, se recolectaron por duplicado 
muestras conformadas por los cuatro cuartos mamarios de 
cada animal (50 ml cada uno). Las muestras fueron refrige-
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radas a 4 ºC y luego procesadas con la misma metodología 
descripta para la muestra de secreción nasal.

Post mortem

Tejidos

Los bovinos positivos a la PAC fueron sometidos a ne-
cropsia o inspección detallada en frigorífico, observando y 
describiendo presencia de lesiones compatibles con TBB. 
Posteriormente se recolectaron muestras por duplicado, tu-
vieran o no LCT. Una de ellas fue conservada a 4 °C y la otra 
fijada en solución tamponada de formaldehído al 10% para 
la realización de estudios bacteriológico e histopatológico 
respectivamente.

Bacteriología

Las muestras recolectadas fueron agrupadas en tres 
conjuntos denominándolas de la siguiente manera: cabe-
za (CAB), conformado por ganglios linfáticos (Gl) retrofa-
ríngeos y submandibulares; respiratorio (RES): ganglios 
traqueobronquiales, mediastínicos y pulmón; y finalmente 
digestivo (DIG): Gl mesentéricos, hepáticos e hígado. Los 
tejidos fueron refrigerados y luego homogeneizados mecá-
nicamente durante 3 min. (Masticator Basic IUL Instruments 
modelo N.º 470) para luego continuar con la decontamina-
ción (método de Petroff) y siembra de igual manera a lo 
descripto para las muestras anteriores. Aquellos bovinos 
que presentaron más de un aislamiento de BAAR en dife-
rentes órganos fueron considerados como único resultado.

Caracterización patológica

Se revisaron los órganos previamente descriptos consi-
derándose LCT a toda área de necrosis de color blanco-
amarillento (focal o multifocal), con o sin mineralización, 
encapsulada o no por tejido conectivo (Neill et al., 1988). 
Las muestras fijadas en solución de formaldehído al 10% 
fueron procesadas para estudio microscópico siguiendo 
procedimientos de rutina, hasta obtener secciones de 3 µm 
de espesor, las cuales se colorearon con hematoxilina y 
eosina. Se consideró compatible con la infección por M. 
bovis a todo aquel acúmulo de macrófagos epitelioides 
acompañado de linfocitos pudiendo o no presentar un cen-
tro de necrosis y mineralización, células gigantes de tipo 
Langhans, y tejido conectivo limitando la lesión. En aque-
llos órganos con LCT se realizó la coloración de ZN sobre 
cortes de tejido a fin de identificar BAAR.   

Identificación de micobacterias 

Los crecimientos obtenidos en los medios de cultivos en 
los cuales se detectaron BAAR fueron identificados a través 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizan-
do como blanco la secuencia de inserción (IS) 6110 (propia 
del complejo Mycobacterium tuberculosis) (Hermans et al., 
1990). Los aislamientos positivos fueron genotipificados 

Tabla 1. Resumen de los aislamientos obtenidos a partir de las 
distintas muestras analizadas.

por Spoligotyping, según lo descripto por Kamerbeek et 
al. (1997). Fueron considerados aislamientos positivos al 
Complejo Mycobacterium tuberculosis aquellos PCR (IS) 
6110 positivos, mientras que fueron considerados M. bovis, 
los positivos a PCR (IS) 6110 seguidos de Spoligotyping. 
Los aislamientos negativos a PCR fueron analizados por 
PCR-hsp65 con el objetivo de identificar especies com-
prendidas dentro del género Mycobacterium, de acuerdo a 
lo descripto por Telenti et al. (1993).

La extracción de ADN a partir de colonias desarrolladas 
en los medios de cultivo se realizó por lisis térmica colocan-
do estas en 250 µL de agua bidestilada estéril e incubándo-
las a 95 ºC durante 45 min. 

Las condiciones de amplificación para ambos casos se 
realizaron de acuerdo a lo descripto por Zumárraga et al. 
(2005). 

RESULTADOS

 Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1. A 
continuación se describen los hallazgos obtenidos a partir 
de cada muestra biológica analizada.

Aislamientos en secreción nasal 

Se analizaron 254 muestras correspondientes a bovinos 
seleccionados, desarrollando BAAR en el 11,4% (29/254) 
de estos. De estos aislamientos 3,9% (10/29) fueron iden-
tificados como M. bovis mediante Spoligotyping. Los 19 
aislamientos restantes fueron positivos a PCR-hsp65, con-
siderándolos por tanto como Mycobacterium spp. 

Aislamiento en leche

Se analizaron 214 muestras correspondientes a bovinos 
seleccionados, obteniéndose aislamiento en 17% (37/214) 
de las muestras. De ellos, el 62% (23/37) fueron identifica-
dos como M. bovis. El 38% (14/37) restante correspondie-
ron a especies del género Mycobacterium spp. tras haber 
resultado positivo a PCR-hsp65. 

Muestreo Tipo de 
muestra

N.º de 
animales 

analizados
Aislamientos 
M. bovis (%)

Ante 
mortem

Secreción 
nasal 254 10 (3,9)

Leche 214 23 (10,7)
Post 

mortem Tejidos 104 38 (36,5)

Total 572 71
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Figura 1. Números de aislamientos de M. bovis obtenidos según 
el tipo de muestra analizada.

Aislamientos en tejidos

Bacteriología

Fueron analizadas 276 muestras provenientes de ne-
cropsias o frigoríficos, de 104 bovinos PAC positivos. Se 
obtuvo un 36,5% (38/104) de aislamientos pertenecien-
tes al complejo Mycobacterium tuberculosis, tal como se 
muestra en la figura 1. En el 76% (29/38) de estos fue con-
firmado la presencia de M. bovis, no pudiéndose realizar 
en el 24% (9/38) restantes. El 42% (16/38) de estos aisla-
mientos fueron obtenidos a partir de muestras de RES el 
21% (8/38) en muestras de CAB y el 18,5% (7/38) de DIG 
respectivamente. Se obtuvieron 18,5% (7/38) aislamientos 
en dos tejidos diferentes pertenecientes al mismo animal: 4 
de ellos fueron en CAB y RES; 2 en CAB y DIG y el restan-
te en RES y DIG. En ningún bovino se logró obtener aisla-
miento a partir de los tres grupos de tejidos muestreados.

De los aislamientos pertenecientes al complejo Myco-
bacterium tuberculosis, el 79% (30/38) provino de bovinos 
con LCT mientras que un 8% (3/38) correspondieron a ais-
lamientos obtenidos de bovinos que no presentaron LCT. 
El 13% (5/38) restante no fue inspeccionado post mortem.

Descripción de los hallazgos patológicos

Fueron inspeccionados el 84% (87/104) de los bovinos 
en estudio, encontrándose en el 56% (49/87) LCT. En el 
61% (30/49) se aisló M. bovis. 

De aquellos animales con LCT se observó en el 78% 
(38/49) la presencia de una sola lesión, mientras que el 
16% (8/49) presentó 2 lesiones y en el 6% (3/49) de los 
casos hubo 3 o más lesiones.

La histopatología se realizó sobre 43 bovinos seleccio-
nados, de los cuales el 56% (24/43) presentó LCT. Por una 

parte, en 9% (4/43) de ellos no se habían encontrado lesio-
nes macroscópicas durante la inspección. Por otra parte, 
en el 87,5% (21/24) de los animales con lesiones micros-
cópicas se aisló M. bovis. 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de secreción nasal su-
gieren que el aislamiento del agente en dicha muestra es de 
baja sensibilidad para detectar M. bovis en bovinos positivos 
a la PAC. En este trabajo se obtuvieron valores inferiores a 
los hallados en otros estudios, en los cuales las proporcio-
nes de aislamientos de M. bovis en bovinos naturalmente 
infectados fueron superiores a la aquí descripta (3,9%), va-
riando entre 6,7% y 20% de los bovinos estudiados respec-
tivamente (Neil et al., 1988; Rempt, 1954). Estas diferencias 
podrían adjudicarse a factores tales como la eliminación in-
termitente de micobacterias (De Souza Fregueiredo et al., 
2010), la presencia de micobacterias no viables en el ma-
terial colectado, o que la metodología de decontaminación 
utilizada afecte la sobrevida de las micobacterias (Cousins 
et al., 1992; Stewart et al., 2013). Otro factor para consi-
derar es la posible presencia de bovinos falso positivos a 
la PAC dentro del grupo en estudio, sumado a que no to-
dos pudieron ser inspeccionados post mortem. Debe con-
siderarse además el límite de detección propio del ensayo 
bacteriológico para el cual se requieren valores superiores a 
10 o 100 microorganismos viables para lograr un resultado 
positivo. Esta cantidad de microorganismos se asocia gene-
ralmente a una etapa avanzada de la enfermedad por lo que 
en ciertos estadios de esta no serían detectables (Barry et 
al., 1993; Bates et al., 1986). En este sentido, fue descripto 
a partir de infecciones experimentales un incremento en los 
niveles de eliminación por esta vía durante las primeras 4 
semanas posinfección, decreciendo posteriormente (Kao et 
al., 2007). Así mismo fue descripto que durante la infección 
pueden sucederse períodos prolongados en los cuales no 
se logra aislar el microorganismo a partir de secreción nasal 
(Kao et al., 2007; McCorry et al., 2005; Neill et al., 1998).

En el caso de las muestras de leche, los aislamientos 
obtenidos en este trabajo (10,7%) han sido superiores a 
resultados previamente descriptos por Pérez et al. (2002); 
quienes detectaron M. bovis en el 0,7% de las muestras de 
bovinos PAC positivos, utilizando metodología similar. Por 
su parte, Romero et al. (1999) no obtuvieron aislamientos 
tras analizar 200 muestras de leche provenientes de bovi-
nos PAC positivos. Estas diferencias podrían relacionarse 
con aspectos similares a aquellos anteriormente mencio-
nados para secreción nasal.

Desde el punto de vista de la salud pública estos 
hallazgos refuerzan la necesidad de asegurar el trata-
miento térmico de la leche destinada a consumo (pasteu-
rización). Asimismo, desde el aspecto sanitario-productivo, 
debe considerarse que aquellos bovinos eliminadores por 
esta vía pueden facilitar la transmisión de la enfermedad a 
sus crías o a un grupo de terneros que bajo sistemas de 
crianza artificial son alimentados con leche cruda (Evan-
gelista et al., 1996; Garro et al., 2011; Garro et al., 2011).
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vías aéreas y glándula mamaria, y por ende en la muestra 
de secreciones nasales y de leche respectivamente. 

Por una parte, con respecto a los hallazgos de LCT, la 
mayoría de los bovinos (78%) presentaron una sola lesión; 
valor superior al 66% descripto por Corner (1994) y Corner 
et al. (2012). Esta información indicaría la necesidad de 
realizar una inspección minuciosa de los tejidos durante la 
faena o la necropsia para evitar la posible liberación a con-
sumo de material contaminado. 

Por otra parte, el 8% de los aislamientos obtenidos de 
tejidos provino de bovinos que no presentaron LCT durante 
la inspección post mortem. En este sentido, Whipple et al. 
(1996) describieron una proporción aún mayor (10%) de 
aislamientos logrados a partir de tejidos que no presenta-
ron LCT. Resultados similares se obtuvieron tras el estudio 
histopatológico ya que 9,3% de los casos considerados 
positivos a este ensayo, no habían presentado lesiones vi-
sibles macroscópicamente.

De acuerdo a lo descripto en distintos trabajos (Garbac-
cio et al., 2010; Parra et al., 2008), la incorporación de PCR 
directa de tejido resultaría complementaria a la metodolo-
gía aquí realizada (inspección de lesiones, bacteriología e 
histopatología); mejorando la sensibilidad como así tam-
bién disminuyendo el tiempo de laboreo requerido para la 
bacteriología (2 días versus 60 días). 

Los resultados presentados en este trabajo indican la 
importancia del diagnóstico bacteriológico a partir de las 
distintas muestras analizadas. El aislamiento de M. bovis 
a partir de leche y secreción nasal tendrían limitada utili-
dad diagnóstica, aunque son muestras de fácil obtención, a 
partir del animal en pie. Por el contrario, el análisis bacterio-
lógico de tejidos sería de mayor relevancia diagnóstica tal 
como fue descripto por Mantilla et al. (2009). Su utilización 
permitiría comprender eventos sanitarios que requieran de 
un análisis detallado, como sería el caso de un predio libre 
de TBB donde se presentan nuevos reactores a la PAC o 
aquellos con un bajo número de reactores, sospechados 
de posibles resultados falsos positivos a la PAC. De esta 
manera, el cultivo seguido de la tipificación molecular per-
mite avanzar en la resolución de situaciones específicas, 
brindando además información complementaria acerca de 
las cepas circulantes en un predio o región y su potencial 
uso desde el punto de vista epidemiológico. 

La implementación efectiva de las distintas técnicas diag-
nósticas disponibles debería ser tenida en cuenta para su uso 
estratégico en función de los programas provinciales o nacio-
nales de control y erradicación de la tuberculosis bovina.
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La proporción de aislamientos obtenida en tejidos 
(36,5%) fue inferior a aquella descripta en Brasil (51,5%) 
(Cardoso et al., 2009) y en Gran Bretaña (50%) (Liébana 
et al., 1995), pero mayor a lo reportado en Etiopía (11%) 
(Berg et al., 2009). Esta diferencia podría relacionarse con 
algunas de las variables previamente mencionadas, tales 
como el tipo y cantidad de muestras recolectadas por ani-
mal en estudio, la metodología de decontaminación aplica-
da en cada caso, como así también el bajo número de mi-
cobacterias viables que puede presentarse en un tejido con 
LCT (Araujo et al., 2005; Miller et al., 2002). Cabe remarcar 
además que los bovinos analizados provinieron de estable-
cimientos en saneamiento y con baja prevalencia. Si bien 
la PAC es considerada una técnica específica, su valor 
predictivo positivo disminuiría, incrementando por ende la 
probabilidad de que algunos de los animales incluidos en 
este estudio hayan sido falsos positivos. Este aspecto pudo 
afectar directamente la eficiencia en el aislamiento de M. 
bovis a partir de las distintas muestras analizadas (secre-
ción nasal, leche y tejidos).

La observación de presencia o ausencia de lesiones ma-
croscópicas es útil para el diagnóstico en frigoríficos o durante 
la necropsia. De acuerdo a los resultados obtenidos, resulta 
mayor la probabilidad de hallar LCT al realizar una meticulo-
sa revisión post mortem. En frigoríficos comerciales el tiempo 
destinado para la inspección y toma de muestras es limitado y 
tal vez la presencia de una sola lesión no llegue a evidenciar-
se. La proporción de aislamiento de M. bovis a partir de LCT 
fue del 61%. En este sentido, en un ensayo realizado entre 
4 laboratorios de Argentina para establecer el porcentaje de 
recuperación por cultivo de M. bovis a partir de muestras de 
tejidos con LCT se obtuvieron valores similares a los presen-
tados en este trabajo (Garbaccio et al., 2016). 

Los aislamientos obtenidos a partir de muestras de te-
jidos (36,5%) fueron superiores a aquellos logrados en 
muestras de secreción nasal (3,9%) y de leche (10,7%). 
Dicha diferencia puede atribuirse a que el microorganis-
mo en el hospedador establece una forma de vida intra-
celular, siendo esta la forma en la que se encuentran en 
los tejidos blancos. Por ello, este tipo de muestra cobra 
mayor relevancia al momento de pretender un aislamiento 
de M bovis. 

En concordancia con lo descripto por Whipple et al. 
(1996), la mayoría de los aislamientos fueron obtenidos 
de órganos respiratorios (42%), seguidos por las muestras 
pertenecientes a CAB (21%), resultando los aislamientos 
de DIG los menos frecuentes (18,5%). Estos resultados 
indican que al igual que lo descripto en otros trabajos, la 
vía de transmisión más importante en bovinos adultos es 
la respiratoria (Goodchild et al., 2001; Morris et al., 1994; 
O´Reilly et al., 1995; Pritchard, 1988).

A diferencia de lo ocurrido con las muestras de secreción 
nasal y de leche, no se obtuvieron aislamientos de Myco-
bacterium spp. en muestras de tejidos. Estos hallazgos se 
podrían relacionar con que micobacterias consideradas 
atípicas pueden encontrarse normalmente en el medioam-
biente (Oriani et al., 2002), posibilitando su presencia en 
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