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RESUMEN 

 

La Tuberculosis Bovina (TBB) es una “zoonosis” que representa un riesgo 

para la Salud Pública y para la economía de los productores ganaderos es 

por ello que el propósito de este estudio fue la determinación de la 

prevalencia de Tuberculosis bovina  (Mycobacterium spp.) en las ganaderías 

lecheras el cantón Loja. Para lo cual se realizaron extracciones de ADN a 

partir de muestras de leche de hembras bovinas provenientes de las 

parroquias del cantón Loja y cuyas edades oscilaban entre 3-12 años de 

edad. Se efectuaron 102 extracciones de ADN con el Kit Pure Link Genomic 

DNA miniKit, (Invitrogen) de la casa comercial Life Tecnologic. 

Posteriormente se realizó la Reacción en la Cadena de la Polimerasa (PCR), 

para la cual se utilizaron tres cebadores: RD4intF 5´-

ACACGCGGCGAAGTATAGC-3´, RD4flankR 5´-

AAGGCGAACAGATTCAGCAT-3´, RD4falnkF 5´- 

CTCGTCGAAGGCCACTAAAG-3´, y la enzima (Platinium Taq Polymerase, 

Invitrogen). Fueron empleados dos controles positivos: la cepa de 

Mycobacterium bovis, proveniente de la vacuna BCG y una cepa de 

Mycobacterium  tuberculosis, proveniente de colonias de orina de humanos 

infectados. Los productos de la PCR fueron visualizados en geles de 

agarosa al 1.5%, dando como resultado que el 43.13 % (44/102) de las 

muestras resultaron positivas a Mycobacterium spp.  A través de estos 

resultados se demuestra que la prevalencia de tuberculosis bovina es 

elevada en el cantón Loja, lo que resulta alarmante, debido a que muchos de 

los subproductos de la leche van destinados al consumo humano sin la 

debida pasteurización. 

 

Palabras claves: Zoonosis,  Mycobacterium spp, RCP, ADN, RD4    
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ABSTRACT 

 

Bovine Tuberculosis (TBB) is a "zoonosis" that poses a risk to public health 

and the economy of livestock producers is why the purpose of this study was 

to determine the prevalence of bovine tuberculosis (Mycobacterium spp.) in 

dairy farms Canton Loja. For which DNA extractions were performed from 

bovine milk samples from females from the parishes of the canton Loja and 

aged between 3-12 years old. 102 DNA extractions were performed with the 

Pure Kit MINIKIT Link Genomic DNA (Invitrogen) of the commercial Life 

Tecnologic. Subsequently, the reaction was carried out in the polymerase 

chain (PCR), to which three primers were used: 5'-

ACACGCGGCGAAGTATAGC RD4intF-3', 5'-AAGGCGAACAGATTCAGCAT 

RD4flankR-3', 5'RD4falnkF CTCGTCGAAGGCCACTAAAG-3', and the 

enzyme (Platinum Taq Polymerase, Invitrogen). Two positive controls were 

used: the strain of Mycobacterium bovis BCG from and Mycobacterium 

tuberculosis strain, colonies from human infected urine. PCR products were 

visualized in agarose gels containing 1.5%, resulting that 43.13% (44/102) of 

samples were positive for Mycobacterium spp. Through these results it 

shows that the prevalence of bovine tuberculosis is high in the canton Loja, 

which is alarming, because many milk products are destined for human 

consumption without proper pasteurization. 

 

 

Key word: Zoonosis, Mycobacterium spp, PCR, DNA, RD4.   
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades más contagiosas que 

se conoce a nivel mundial y una importante zoonosis, por lo tanto  la 

posibilidad de infección humana con Mycobacterium bovis no puede ser 

ignorada. 

 

En la salud animal genera pérdidas económicas considerables en la 

producción de leche, carne y en la comercialización, ya que países libres 

de tuberculosis importan solamente ganado bovino de aquellos países 

cuya prevalencia de la enfermedad no representa riesgo sanitario. 

 

En Sudamérica se estima que el número de bovinos con infección 

tuberculosa podrían superar los 4 millones de cabezas de ganado, del 

cual Mycobacterium bovis es causante del 90% de esta infección, además 

que provoca entre el 2 al 8% de infecciones en los humanos. 

 

Se estima que en América Latina y el Caribe se producen unos 340.000 

casos nuevos de tuberculosis por año, por lo tanto unos 7000 de ellos 

podían ser debido al M. bovis (Cotrina, 1987; Blood et al., 1982). 

 

En Ecuador, al igual que en países de América Latina, el deterioro de las 

condiciones socioeconómicas ha favorecido al incremento de esta 

enfermedad y los factores de riesgo están relacionados con la transmisión 

de ésta, provocando hasta la muerte. La tuberculosis bovina es un 

problema que afecta al productor y al consumidor, es por ello, que en la 

constante lucha por controlar y erradicar la enfermedad. El médico 

veterinario juega un papel fundamental en el diagnóstico de animales que 

presenten algún síntoma, así como el desarrollo de metodologías de 

diagnóstico que permitan detectar la enfermedad de manera más sensible 
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y rápida de tal manera que permita tomar medidas de control y manejo 

para dicha enfermedad. 

Por lo indicado previamente y considerando la importancia 

socioeconómica de la producción lechera en la provincia Loja, 

especialmente de las parroquias del cantón Loja. Se han planteado 

realizar los siguientes objetivos: 

 Determinar la Prevalencia de Tuberculosis bovina, mediante la 

aplicación de PCR convencional en las ganaderías bovinas del 

cantón Loja. 

 Detectar tuberculosis en ganado bovino mediante la aplicación de 

PCR Convencional en muestras de leche.  

 Calcular la prevalencia aparente de TBB en las ganaderías 

bovinas del cantón Loja. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. DEFINICIÓN  

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad crónica de los animales 

provocada por una bacteria llamada Mycobacterium bovis (M. bovis), que 

guarda estrecha relación con las bacterias causantes de las tuberculosis 

humana y aviar. Puede afectar a prácticamente todos los mamíferos, en 

los que provoca un deterioro del estado general de salud, muy a menudo 

tos y, a la larga, la muerte. 

El nombre de “tuberculosis” proviene de los nódulos, llamados 

“tubérculos”, que se forman en los ganglios linfáticos del animal afectado 

(OIE, 2012). Los órganos bovinos más afectados son el tracto digestivo, 

las ubres y los pulmones (Blowey y Weaver, 2006). 

2.2. ANTECEDENTES  

La tuberculosis fue descrita en el año 2000 a.c. y a través de su historia 

ha sido la causa de grandes sufrimientos entre la población humana y de 

grandes pérdidas económicas en la ganadería (Garbaccio et al., 2012). 

Robert Koch (1834-1910) mostró sus estudios sobre la tuberculosis y en 

1882 anunció que había aislado el bacilo responsable de esta 

enfermedad. En 1905 le otorgaron el Premio Nobel de Fisiología y 

Medicina. 

Las reacciones de hipersensibilidad retardada fueron descritas por Koch 

en 1891. Roberto Koch, en 1890, expuso los efectos de la tuberculina 

aplicada por vía intradérmica en pacientes con tuberculosis. Tiempo 

después, hizo referencia de una reacción local en el sitio de aplicación, a 

lo que llamó “reacción a la puntura”. 

Fue en 1908 cuando Charles Mantoux indujo esa reacción ensayando con 

diferentes diluciones de tuberculina. Pero en 1934 Florence Seibert 
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obtuvo una proteína purificada de la “old tuberculina” (antigua), la que se 

designó como PPD (derivado proteínico purificado) (Biet et al., 2005). En 

1951 fue denominada PPD-S y adoptada por la Organización Mundial de 

la Salud como tuberculina estándar, la cual se comercializó en Estados 

Unidos. En 1958 la OMS aprobó un nuevo derivado proteínico, el PPD 

RT-23, que se utiliza en el resto del mundo. 

En 1903, Nicolas Arthus describió un fenómeno que consistía en 

induración y necrosis local después de la aplicación intradérmica repetida 

de una sustancia extraña, que se debe a la formación y depósito de 

inmuno complejos con activación del complemento.  

La prueba cutánea Mantoux de la tuberculina se emplea para uso 

diagnóstico en pacientes infectados con micobacterias de tuberculosis. 

Además, en algunos países se recomienda la prueba de tuberculina en 

relación con la vacunación con BCG, bien para asegurar que sólo las 

personas con respuesta negativa a la tuberculina son vacunadas o bien 

como prueba pos-vacunación (Barquero 2009). 

Durante el año 1955 se practicó en el Ecuador la prueba tuberculínica en 

11258 bovinos de algunas provincias de las Sierra y se encontraron 460 

(4,08%) reactores positivos y 434 (3,85%) sospechosos. En la provincia 

del Guayas se realizaron 28 534 tuberculinizaciones, de 1947 a 1958, 

resultando 509 (1,78%) con reacciones positivas.  

En la actualidad una legislación nacional respecto al control de la 

tuberculosis bovina está en trámite. La tuberculización de los animales 

que proveen de leche a Guayaquil es obligatoria, con sacrificio de los 

animales positivos. Respecto a la infección tuberculosa en otras especies 

animales, los datos son escasos. En el matadero de Guayaquil se 

decomisaron 15 (0,04%) cerdos de un total de 36 500 sacrificados  

(García et al., 1963). 
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2.3. ETIOLOGÍA  

Según (Pedro N. Acha y Boris Szyfres 2001) los agentes etiológicos de la 

tuberculosis de los mamíferos son Mycobacterium tuberculosis (el 

principal causante de tuberculosis humana), Mycobacterium bovis 

(tuberculosis bovina) y Mycobacterium africanum (tuberculosis humana en 

África Tropical). Esta última especie tiene características intermedias 

entre M. tuberculosis y M. bovis. A estos agentes se debe agregar el M. 

microti, que causa la tuberculosis de los roedores, aunque no es de 

interés zoonótico.  

El agente principal de la tuberculosis zoonótica es M. bovis; el del hombre 

y otros primates es M. tuberculosis, que es la especie tipo del género.Las 

micobacterias tuberculosas son bacilos alcohol-acidorresistentes, gram 

positivos, no esporógenos. Estas micobacterias son resistentes a muchos 

desinfectantes, a la desecación y a otros factores adversos del medio, 

debido a que su pared tiene un alto contenido de lípidos. 

En la investigación epidemiológica de M. tuberculosis se ha empleado la 

fagotipificación, que mediante el sistema API-ZIM divide el género en 

siete biovares (Casal y Linares, 1985; Humble et al., 1977). La 

fagotipificación se difundió poco y prácticamente cayó en desuso; se ha 

reemplazado por la técnica de hibridación de ADN.  

Tanto para M. tuberculosis como para M. bovis se ha encontrado útil el 

análisis de fragmentos de ADN obtenidos por la acción digestiva de una o 

varias endonucleasas de restricción. (Collins y De Lisle, 1985, Shoemaker 

et al., 1986). Numerosos autores prefieren referirse a una sola especie 

(M. tuberculosis) y tipos humanos y bovino. 

La distribución de M. bovis y M. tuberculosis es mundial. M. africanum 

prevalece en África, pero también se ha aislado en Alemania e Inglaterra. 

Las cepas de M. africanum relacionadas fenotípicamente con M. 

tuberculosis son nitrasa positivas y se encuentran en África occidental; las 
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que se asemejan a M. bovis son nitrasa negativas y se aíslan más al 

oriente de África (Grange y Yates, 1989). 

2.4. EL GÉNERO MYCOBACTERIUM  

El género Mycobacterium comprende más de 120 especies reconocidas, 

la mayoría oportunistas y patógenas (Tortoli, 2006), responsables de 

enfermedades como tuberculosis, lepra y úlcera de Buruli, en diferentes 

hospederos tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo 

(Durnez et al., 2008).  

Varias son las micobacterias que tienen fundamental importancia en la 

salud animal: Mycobacterium bovis, cuyo hospedero primario es el 

ganado bovino; M. avium (M. avium subsp. avium) causante de 

tuberculosis en aves y patógena de ciertos mamíferos; M. johnei (M. 

avium subsp. paratuberculosis), agente etiológico de la paratuberculosis 

(Kantor, 2007) y M. caprae responsable de la TB en cabras (Aranaz et al., 

2003). 

M. caprae, M. bovis y M. avium complex (MAC) son patógenos 

importantes para humanos y animales debido a sus características 

zoonóticas, además que pueden ser transmitidas por el medio ambiente y 

la vida silvestre, representando en todo el mundo un importante problema 

de salud pública (Biet et al., 2005; Aimé et al., 2011). 

2.5. Mycobacterium Tuberculosis Complex (MTC) 

Las bacterias que compone el MTC se encuentran dentro del género 

Mycobacterium, que es el único dentro de la familia Mycobacteriaceae, 

orden Actinomicetales (Barrera, 2007; NCBI, 2011 a). Los 

microorganismos del complejo M. tuberculosis están presentan un 99,9% 

de similitud genética en las secuencias del gen ARN 16S ribosomal. Los 

polimorfismos en genes estructurales, sugieren que el organismo se ha 

difundida a niveles mundial hace relativamente poco tiempo (en términos 
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evolutivos) (Sreevatsan et al., 1997), pero difieren ampliamente en cuanto 

a su tropismo de anfitrión, fenotipos patogenicidad (Bosch et al., 2002). 

Todas las bacterias del MTC pueden causar TB en diferentes especies 

(Good y Duignan, 2011) Varios de los patógenos de este grupo 

predomina en los seres humanos (M. tuberculosis, M. africanum, M. 

Canetti) o infecta roedores (M. Microti), mientras que otros tienen un 

amplio rango de hospedador (M. bovis, M. caprae) (Brosch et al., 2002; 

Buchrieser et al., 2005) 

La cepa ancestral de M. tuberculosis se caracteriza por la formación de 

lesiones macroscópicas conocidos como tubérculos, causa infecciones 

crónica y debilitante, pero en ocasiones pueden ser agudas y de rápido 

desarrollo. Las infecciones tempranas suelen ser asintomáticas. Cualquier 

tejido del cuerpo puede resultar afectado, pero las lesiones se observan 

con más frecuencia en los ganglios linfáticos de la zona torácica (Ashford 

et al., 2006), Pulmones, intestinos, hígado, bazo y pirineo (OIE; 2004). 

2.6. Mycobacterium bovis 

La TBB fue reconocida por primera vez en animales domésticos. 

Mycobacterium bovis es causante de TB en animales de sangre caliente 

(Murray et al., 2007b), aunque su radio de acción es amplio incluye la 

mayoría de las especies de mamíferos (Schmitt et al., 2002). 

A nivel de genoma, M. bovis comparte el 99,95% de identidad con M. 

tuberculosis (Garnier et al, 2003), esto se puede observar en diferentes 

características como crecimiento, composición química y potencial de 

virulencia. Las enfermedades causadas por las dos microbacterias se 

tratan de manera diferente ya que la pirazinamida es ineficiente por la 

resistencia de la mayoría de las cepas de M. bovis (Scorpio y Zhang, 

1996). 

Debido a que es normalmente un patógeno de ganado vacuno las 

infecciones en seres humanos son el resultado de la ingestión de leche o 
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productos lácteos no pasteurizados (Harris et al., 2007), en este caso no 

suele infectar los pulmones si no que produce lesiones principalmente en 

la medula óseas de la cadera, rodillas, vertebras y ganglios linfáticos 

cervicales. Pero existen otras rutas de infección como la vía a erógena 

ganado-humano y humano-humano (Biet et al., 2005).  

M. bovis también fue el progenitor de la cepa de M. bovis bacilo de 

Calmette-Guerin vacuna, la vacuna más ampliamente más utilizada en 

humanos (BCG) (Marti et al., 2007) 

 

2.6.1. Taxonomía 

 

   Cuadro 1. Clasificación científica del M. bovis  

Reino: Bacteria 

Filo: Actinobacteria 

Orden: Actinomycetales 

Suborden Corynebacterineae 

Familia: Mycobacteriaceae 

Género: Mycobacterium 

Especie: M. bovis 

  Fuente: (Wikipedia, 2014). 

2.6.2. Hospedador de M. bovis 

Aunque se considera que el ganado vacuno es el hospedador principal de 

M. bovis, se ha descrito esta especie en muchos animales doméstico y 

silvestres (OIE, 2004). Este agente infeccioso tiene una de las más 

http://es.wikipedia.org/wiki/Dominio_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
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amplias gamas de hospedero de todos los patógenos conocidos y ha sido 

diagnosticado en todo el mundo (Good y Duignan, 2011)  

La capacidad de infectar se puede atribuir a las diferentes vías de 

trasmisión (Kaneene y Pfeiffer, 2006). La susceptibilidad de diferentes 

especies al complejo M. tuberculosis varía en función de la vía de 

exposición, dosis y virulencia (Lobue et al., 2010). Los seres humanos, 

primates no humanos y conejillos de indias son muy susceptibles a M.  

bovis. (Schnmitt et al., 2006).  

O´Reilly y Daborn (1995) han citado que tienen reportes de la enfermedad 

en el ganado doméstico y silvestre, cabras, cerdos, oveja, caballos, gatos, 

perros, ciervos, bisontes búfalos, tejones, comadrejas, hurones liebre, 

jabalíes antílopes, camellos, llamas, alpacas, elefantes, primates no 

humanos.  

Los carnívoros y carroñeros: soro, coyote, lobo, tigre, leopardo, guepardo, 

leopardo de las nieves, lince ibérico, gato montés, pueden adquirir TBB en 

condiciones naturales a través del consumo de cadáveres infectados 

(Kaneenee et al., 2010; Romero et al., 2008 Thoen et al., 2009). Además 

de jabalíes alces, coyotes, suricatos, rinocerontes negros (Michel et al., 

2009) entre otros. 

 

2.6.3. Morfología, Estructura y Composición  

M. bovis es un bacilo aerobio intracelular obligado, pero se ha demostrado 

que sobreviven  en el medio ambiente fuera del hospedero por largas 

periodos de tiempo bajo condiciones favorables (Fine et al., 2013; 

Williams y Hoy, 1930). Generalmente se representan rectos, pero a veces 

se doblan en forma de club cuando se tiñen a menudo aparecen cuentas 

de aspecto granular (Volk et al., 1996). No forman esporas y son 

inmóviles, su tamaño se encentran entre 0,6 - 1,0 x 1,0 -10 um (Olsen et 
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al., 2010). Presentan forma un tanto pleomorfica y pueden desarrollar 

ramificaciones o filamentos  (Madigan et al., 2009). 

Se agrupan en el rango supra genérico de los actinomicetos que  

excepcionalmente tienen un alto contenido de guanina-citosina y lípidos, 

probablemente, el más alto entre todas las bacterias. Géneros 

estrechamente relacionados con Mycobacterium y otros como 

Corynobacterium , Gordona, Tsukammurella, Nocardia , Rhdococus y 

Dietzia, tiene compuestos similares de la pares celular y la estructura, por 

lo tanto, muestran una cierta semejanza fenotípica (Barrera, 2007). 

Las especies del género Mycobacterium se identifican en base a 

propiedades metabólicas y bioquímicas, estructura antigénica, 

sensibilidad antibióticos y patogenicidad  a diferentes especies animales 

(Kantor, 2007). La capacidad ácido resistencia  y presencia de ácidos 

micólicos, 60-90 átomos de carbono, es importante en los bacilos 

tuberculosos (Murray et al., 2007) 

Como todas las células procariotas, las micobacterias poseen un 

citoplasma, membrana celular y un espacio peri plasmático que lo separa 

de una gruesa y compleja pared celular (Sussman, 2002).  

 

2.7. EPIDEMIOLOGÍA   

2.7.1 Tuberculosis Bovina en Seres Humanos a Nivel Mundial   

El segundo agente causal de TB, más común en personas, es M. bovis  

(Pérez et al., 2008), sin embargo los datos son incompletos y dispersos 

respecto a su importancia en la TB humana (Abalos y Retamal, 2004), 

pero se sabe que la incidencia de TBB es heterogenia en todo el mundo 

(Etchechoury et al., 2010).  

A nivel mundial en el 2009, se estimó 9,4 millones de casos incidentes de 

tuberculosis, con una prevalencia de 14 millones. Además, se presentó 
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que alrededor 1,7 millones de personas murieron con TB, de los cuales 

456000 eran VIH-positivas (OMS, 2010) Se estima que aproximadamente 

un 3.1% de los casos mundiales de TB en humanos, 2.1 % pulmonar y 

9.4% extra pulmonar, son causados por M. bovis (Cosivi et al., 1998; 

Grange y Yates, 1994). Otros indican que dependiendo de la zona, varia 

su incidencia, es así que en países desarrollados representa alrededor del 

1% de todos los casos (Hlavsa et al., 2008), ya sea por reactivación en 

personas mayores o inmigrantes de países donde la TBB no  ha sido  

erradicada (de la Rúa- Domenech, 2006). Al contrario en países en vías 

de desarrollo se cree que es causante de hasta 10% de los casos 

(Cousins et al., 1999). 

 

 

Figura1.- Tasa de incidencia estimada de TB 2011 (OMS,     2011) 

2.7.2. Para América Latina 

En la mayoría de los países de América Latina  y el Caribe, la leche es 

pasteurizada, pero el control de calidad no siempre es adecuado lo que 

significa que una parte de la población sigue consumiendo leche sin 

pasteurizar. Además la infección de TBB en el ganado sigue siendo 
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frecuente en varios países, y las tasa de incidencia de la tuberculosis 

humana son relativamente altos (Ritacco et al., 2006), cabe destacar que 

en esta zona el diagnóstico se realiza por confirmación bacteriológica, por 

ser rápido de bajo costo y muy específicos, pero la diferenciación entre M. 

bovis y M. tuberculosis no se considera una prioridad de salud pública, ya 

que el tratamiento estándar es efectivo para los dos agentes (de Kantor et 

al., 2010). Sin embargo se estima que el 2% de los casos de tuberculosis 

pulmonar y 8 % de extra pulmonar son causados por M. bovis (Rivera y 

Giménez, 2010). Durante los últimos 10 años no se ha emitido informes 

de casos positivos de TBB en Bolivia, Chile, Cuba, Panamá y Perú 

(Kantor et al., 2010). En una región principalmente de Argentina, varios 

estudios, han demostrado una incidencia que oscila entre el 0,7 al 6,2% 

(Cataldi y Romano, 2007). En México, Pérez et al., (2008) encontró que 

13,8% de 74 aislamientos en pacientes con TB, el agente causal fue M. 

bovis. 

2.7.3. En Ecuador 

Para el año 2011 según  el Ministerio de Salud pública se reportó los 

datos de TB totales, por provincia, que se pueden observar en la tabla 

siguiente. Sin embargo por la falta de estudios y de identificación del 

patógeno se estima que la incidencia se encuentra relacionada con el 

resto de países de la zona. Destacando que el periodo de 1998-2005, en 

base a su crecimiento y/ o características morfológicas se aisló 2 cepas 

de M. bovis, en dos niños con TB extra pulmonar, sospechando que la 

ruta de trasmisión fue la ingestión de los microorganismos (Kantor et al., 

2007).  
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. 

 

Figura 2. Tasa de incidencia de tuberculosis total y Pulmonar,     

Baciloscopía positiva por Provincias, Ecuador 2009 (Fuente 1: 

MSP; 2010 Programa Nacional Control de la Tuberculosis) 

2.7.4 Tuberculosis Bovina en Ganado  Bovino a Nivel Mundial  

En los países industrializados, la TBB en animales está erradicada o se 

encuentra en una fase avanzada de control, mientras que en varios 

países en desarrollo la situación no ha mejorado o la prevalencia se 

encuentra en aumento (Acha y Szzyfres, 2001).  

Si bien la tuberculosis bovina algunas vez estuvo presente en el mundo 

entero, existen países declarados, en la actualidad, libres de TBB como 

Australia, Islandia, Dinamarca, Suesia, Noruega, Finlandia, Austria, Suiza, 

Luxemburgo, Letonia, Eslovaquia, Lituania, Estonia, República Checa, 

Canadá, Singapur, Jamaica, Barbados e Israelk (CFSPH, 2009). 

Para el período de enero- junio del 2010, la Organización Mundial de 

Sanidad Animal determinó la distribución mundial de TBB en el ganado 

bovino, en donde se pudo diferenciar países con infección/infestación 

como Ecuador, Ucrania y Mongolia (en rojo) y otros que nunca se ha 

señalado como las islas Filipinas. 
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Figura 3. Mapa de distribución de TBB enero- junio 

2010, (OIE, 2011) 

2.7.5 Para América Latina  

De los aproximadamente de los 374 millones de bovinos en América 

Latina y el Caribe, el 70% se localiza en las zonas donde las tasas 

infección por M. bovis en el ganado son superiores al 1%. El restante 

30%, se encuentra en países donde la enfermedad afecta a menos del 

1%, incluyendo 62 millones, en lugares donde la infección por tuberculosis 

bovina no está presente (de Kantor y Ritacco, 2006). De acuerdo con la 

prueba retardada de tuberculosis, existen regiones con muy baja o nula 

prevalencia, como algunas islas del Caribe; de prevalecía media, como 

México y con alta prevalencia como Brasil o Argentina  

 

Figura 4. Prevalencia de TBB en Latinoamérica. 

(López et al 2006) 
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2.7.6. En Ecuador 

La prevalencia nacional de TBB es desconocida (Proaño-Pérez, 2011), 

pero se ha reportado al Ecuador dentro de un grupo de países de América 

Latina que tiene una prevalencia relativamente alta (Kantor y Ritacco, 

2006; de Kantor et al., 2007), los casos no están bien documentados ni 

cuantificados, por varias razones: como la falta de un adecuado registro 

de animales positivos, el uso limitado de pruebas diagnósticas, pero sobre 

todo porque no es  una enfermedad de declaración obligatoria (Proaño- 

Pérez et al., 2011). Existen varios reportes publicados, Proaño-Pérez et 

al., (2006) en un estudio realizado en el cantón Mejía encontró una 

prevalencia de 7,95% en hatos grandes, 4,24% en medianos y 0,3 en 

pequeños; posteriormente llevó a cabo una  investigación más detallada 

en la misma regio en los años 2007 y 2008, calculando una prevalecía en 

hatos grades de 8,63% y 8,43%, respectivamente, además de una 

incidencia del 1,70% (Proaño-Pérez et al., 2009). A nivel de mataderos se 

identificó en la misma zona 2,3% y 2,4% de prevalecía entre 2007 y 2008, 

respectivamente (Proaño-Pérez et al., 2011)  

Además existen reporte, mediante pruebas de tuberculina simples y 

comparativa  (Proaño-Pérez., 2011) En  la provincia de Tungurahua, 

Acosta y Parreño (1977) encontraron una prevalecía baja (0,33%), un 

estudio posterior en 2003 en la misma zona mostro una diferencia 

incrementando a 1,2% (Alemán et al., 2003). Mientras que la provincia de 

Pichincha, específicamente en el cantón Cayambe, se encontró una 

prevalecía de 2,81% (Acosta y Parreño, 1977), y posteriormente varío a 

0,4%.   
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Figura 5. a) Mapa   de   distribución  de  Enfermedades,   Tuberculosis 

Bovina, Ecuador (OIE, 2011); b) Estudio llevados a cabo mediante pruebas 

de tuberculina e inspecciones veterinarias para determinar la prevalencia de 

la tuberculosis bovina, Ecuador, 1972- 2008 (Proaño-Pérez et al., 2011)  
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Cuadro 2. Prevalencia de la tuberculosis bovina en el ganado de  

lechero, según estudios disponibles. 

 

 

Fuente: (Proaño Pérez et al. 2011) 

 

2.8. FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD  

2.8.1. Factores Internos  

2.8.1.1. Raza  

La influencia de la raza no puede determinarse con certeza; de todas 

maneras, el que la enfermedad se presente con  especial frecuencia en 

ciertas razas en gran parte guarda relación con el  modo de vivir y la 

explotación de esos animales, por ejemplo los bovinos de razas grises de 

las estepas enferman proporcionalmente en relación a los de raza de 

color; cuando se estabula, es mucho más rara en becerros de razas de 
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color que viven en prados y en montañas que en los estabulados (Ramos 

et al., 2004).  

2.8.1.2. Sexo  

En cuanto al sexo, va unido al modo de explotar del animal ya que es muy 

frecuente en vacas de las cuales rara vez no  reaccionan a la tuberculina 

(de 70 a 80% más en granjas lecheras); en cambio en los bueyes y sobre 

todo en los toros que suelen alcanzar menos edad, el número de casos es 

menor (Ramos et al., 2012).  

2.8.1.3. Edad  

Con la edad, la frecuencia de las enfermedades tuberculosas aumenta 

poco a poco, pero continuamente en bovinos. La mitad de los casos de 

tuberculosis descubiertos por la prueba tuberculina pos-morten en el 

matadero, pasan de los 6 años; este hecho, a pesar de la receptibilidad 

del organismo juvenil, se debe a que los animales están expuestos a 

contagios más frecuentes y persistentes conforme van teniendo más edad 

(Ramos et al., 2012).  

2.8.2. FACTORES EXTERNOS  

2.8.2.1. Alimentación  

El organismo también se debilita por la alimentación inadecuada e 

insuficiente con piensos poco sustanciosos (residuos acuosos de fábricas 

o destilerías), por el cebamiento (en cerdos), por la excesiva explotación 

de rendimiento lácteo, los partos numerosos y el trabajo fatigoso y 

persistente (Ramos et al., 2012).  

2.8.2.2. Manejo   

Las causas externas que disminuyen la fuerza vital del organismo y la 

resistencia de los tejidos, generalmente favorecen al desarrollo de la 

tuberculosis. Entre estas figuran establos mal ventilado, húmedo y sucio, 
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el poco ejercicio al aire libre y además la aspiración del polvo y humos 

irritantes (Ramos et al., 2012).  

2.8.2.3. Enfermedades  

Otras enfermedades también favorecen al desarrollo de la tuberculosis. 

La infección se desenvuelve con frecuencia después de una inflamación 

aguda de los pulmones, pues el tejido pulmonar enfermo, y en particular 

el exudado reabsorbido incompletamente, son terrenos favorables para el 

bacilo tuberculoso. En otros casos el organismo se debilita por la 

enfermedad general aguda que aviva el proceso tuberculoso latente y 

acelera su curso (Ramos et al., 2012) 

2.8.3. Patogenia  

Los micros bacterias patógenas son parásitos intracelulares facultativos. 

M. tuberculosis y M. bovis se mantienen vivos en la naturaleza mediante 

la transmisión de un hospedador a otro (Kantor, 2007) y son capaces de 

producir tanto una enfermedad progresiva como una infección latente 

(Parrish et al., 1998). El bacilo tuberculoso penetra en el organismo 

principalmente por vía aerógena, 800-90% de los casos, aunque no se 

descartan la vía entérica, por ejemplo en terneros amamantados con 

leche infectada, debido a que del 1-2% de las vacas con TBB elimina el 

bacilo al desarrollar mastitis (Acha y Szyfres,  2011), o por el consumo de 

alimentos, pastos o agua contaminada con secreciones nasales, heces u 

orina que posea el patógeno, ya que se ha demostrado que M. bovis 

persiste por periodos largos de tiempo en el suelo, agua y maíz. (Fine et 

al 2011). 

La trasmisión de M. bovis entre el ganado depende de una serie de 

factores, entre los que se encuentra la frecuencia de excreción, Vía de 

infección, dosis infecciosa, periodo de transmisibilidad del huésped (Good 

y Duignan, 2011). Por contaminación  es posible solo si se presenta una 

serie de condiciones muy específicas, además algunos estudios ha 
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demostrado que en etapas tempranas la trasmisión entre animales es 

poco probable (Griffin y Dolan, 1995). 

El pulmón es la principal puerta de entrada del bacilo, que causa una 

infección localizada en el sitio donde se depositan después de la 

inhalación (Kritski y Fiuza, 2007), en la mayoría de los casos (90) debido 

a una respuesta inmune eficiente no se desarrolla la enfermedad durante 

toda la vida, sin embargo, el riesgo de desarrollo aumenta cuando existen 

algunas alteraciones del sistema inmunológico (Parrish et al., 1998; 

Hernández-Prado et al., 2007);si no puede ser contenida en el plano local, 

la difusión de los bacilos se produce inicialmente por la ruta hematógena, 

Hacia diferentes órganos (Kritski y Fiuza, 2007). 

Incluso después de controlar con éxito la TB primaria, algunos bacilos 

permanecen en un estado no-replicante o lentamente-replicante para el 

resto de la vida del individuo, esta etapa es asintomática y la enfermedad 

surge como consecuencia de la reactivación de las bacterias (Parrish et 

al., 1998)  

2.8.4. Mecanismo de Infección de M. bovis 

Estudios clásicos en animales sugieren que existen varias etapas en la 

infección de los bacilos tuberculosos en el huésped (Lurie, 1964; 

Gillespie, 2006). 

2.8.4.1. Primera Etapa: Inicial o de Ataque 

Una vez inhalados, la mayoría de los patógenos se encuentran atrapados 

en la mucosa de las vías superiores del tracto respiratorio, las partículas o 

micro-gotas menores de 5um  llegan a las vías respiratorias inferiores, 

especialmente en el interior de los alvéolos, donde son fácilmente 

fagocitados por los macrófagos alveolares, si la respuesta inmune es 

completamente eficaz, causará la eliminación del agente patógeno por 

acción fagocítica (Kritski y Fiuza, 2007). Por el contrario, si los 

mecanismos no son eficientes, el agente infeccioso puede sobrevivir en el 
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pulmón. Una vez dentro del macrófago, la micobacteria tiene la capacidad 

de sobrevivir y replicarse, inhibiendo la acidificación al impedir la unión 

fagosoma con el lisososma (Kaufmann, 2011) gracias a lípidos de la 

envoltura como LAM y PIM, que impiden su maduración (Vergue et al., 

2004), no obstante puede fusionarse a otras vesículas intracelulares para 

facilitar el acceso del patógeno a nutrientes y al proceso de replicación 

intravacuolar. (Murray et al., 2007). Además el bacilo tuberculoso tiene la 

capacidad de impedir la activación de macrófagos por IFN_Y e IL- 12, 

provocando que el Huésped sea susceptible (Alcais et al., 2005).  

2.8.4.2 Segunda Etapa: De Simbiosis o Crecimiento Logarítmico 

Durante los días o semanas siguientes, hay un crecimiento logarítmico de 

los bacilos dentro de los macrófagos, que son destruidos liberando mico 

bacterias en el medio extracelular (Palmieri, 2001), una característica de 

esta etapa es la formación de células gigantes multinucleadas a partir de 

macrófagos fusionados (Murray et al., 2007a). Por otra parte se inicia un 

reclutamiento celular, ya que los monocitos sanguíneos y otras células 

inmunitarias son atraídos al sitio de la infección debido a que pueden 

diferenciar a los macrófagos que son capaces de destruir al bacilo 

(Gillespie, 2006). 

El estado de crecimiento sin oposición, de los bacilos, finalizan cuando 

aparecen los macrófagos activados, respaldados por dos mecanismos 

inmunitarios: la inmunidad media por célula (IMC) y la hipersensibilidad 

retardada (HR) (Palmier, 2001). 

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las quimosinas inflamatorias, 

producidas por macrófagos infectados, reclutan células blancas de la 

sangre (Kritski y Fiuza, 2007). Dos líneas de linfocitos (los 

Cd4+relacionados con la IMC y los Cd8 ligados a la HR) comienzan 

eliminado los macrófagos no activados lo que crea arias de necrosis 

caseosa donde los bacilos ya no pueden multiplicarse como lo hacían en 

los macrófagos, que pueden sobrevivir en estado latente (Prescot et al., 
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1999). Las células reclutadas producen su propio complemento de 

quimiocinas y sitoquinas que amplifican el reclutamiento celular 

provocando, una maza celular llamada tubérculo  o granuloma, el cual 

inicialmente se compone de un núcleo de macrófagos infectados, 

rodeados de macrófagos espumosos, con una capa exterior de linfocitos  

rodeados de colágeno y otros compontes de la matriz extracelular (Kritski 

y Fiuza, 2007).      

2.8.4.3 Tercera Etapa: de Licuefacción y Formación de la Cavidad 

En esta etapa se inicia, o bien, las células inmunes no logran controlar la 

multiplicación de la micobacterias (Gillespie, 2006). La licuefacción de 

arias de necrosis caseosa puede producirse después de la infección 

primaria o un largo periodo de quiescencia. Como el caseum hidrolizado 

es un mejor medio para el desarrollo de los bacilos, se puede producir 

una proliferación extracelular intensa sin opción inmunitaria (Palmieri, 

2001). 

2.9. Reacción en la Cadena de la Polimerasa (PCR)  

La PCR es una técnica de amplificación con la que se puede obtener 

1x10^9 de copias de una secuencia de ADN específica, a partir de una 

simple copia de ADN molde. Para esto es necesario contar con cebadores 

específicos a la secuencia diana. Dentro de las ventajas que proporciona 

esta técnica tenemos la alta sensibilidad, especificidad y la rapidez. 

Existen desventajas como son la fácil contaminación, la generación de 

falsos positivos. Este protocolo describe los principios básicos de la PCR, 

proporciona una metodología que se traducirá en la amplificación de 

secuencias de la mayoría de objetivo, y presenta estrategias para la 

optimización de una reacción. Siguiendo esta guía de PCR, debe ser 

capaz de:  

 Establecer las reacciones y las condiciones de ciclos térmicos 

convencionales para un experimento de PCR  
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 Comprender la función de varios componentes de la reacción y su 

efecto global sobre un experimento de PCR  

 Diseñar y optimizar un experimento de PCR para cualquier molde de 

DNA  

 Solucionar problemas de fallidos experimentos de PCR  

2.10. TRABAJOS RELACIONADOS  

 Arráiz (2007), Evaluación de un ensayo de PCR múltiple para 

diferenciar micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en 

un laboratorio de referencia.  

 Ameni (2010) Molecular typing of Mycobacterium bovis isolated from 

tuberculosis lesions of cattle in north Eastern Ethiopia. 

 Huart (2003) PCR-Based Method to Differentiate the Subsespecies of 

the Mycobacterium tuberculosis Complex on the Basis of Genomic 

Deletions. 

 Lazaro (2014) Evaluation of molecular markers for the diagnosis of 

Mycobacterium bovis. 

 Mokaddas (2007) Development and Evaluation of a Multiplex PCR for 

Rapid Detection and Differentiation of Mycobacterium tuberculosis 

Complex Members from Non-tuberculous Mycobacteria. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1. MATERIALES 

3.1.1  Material de Campo 

 

Muestras de leche de bovinos  

Tubos  

Guantes de manejo. 

Mascarillas. 

Overol 

Botas 

Material de sujeción 

Gradillas 

Cámara fotográfica 

Desinfectantes 

 

3.1.2. Material de Oficina 

Computadora 

Calculadora 

Esferográficos 

Hojas de papel 

Libreta 

Internet 

Memoria USB 

Impresora 

 

3.1.3. Equipos y materiales de laboratorio 

 

Centrífuga  

Pipeta automática de volumen ajustable 
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Micropipetas desechables. 

Microtubos 

Vasos de precipitación de distintos volúmenes. 

Varillas magnéticas 

Papel absorbente 

Probetas graduadas 

Agarosa  

Termociclador  

 

3.1.4. Reactivos 

 

Cebadores  

o RD4intF, 5´- ACACGCGGCGAAGTATAGC-3´ 

o RD4flankR, 5´- AAGGCGAACAGATTCAGCAT-3´ 

o RD4falnkF, 5´ - CTCGTCGAAGGCCACTAAAG-3´ 

Kit Invitrogen (Pure Link Genominic DNA mini kit)  

Enzima (Platinium Taq Polymerase)   

Agua destilada 

 

3.2. METODOS 

 

3.2.1. Descripción del Área de Estudio 

El presente trabajo de investigación se llevó a cabo en el Cantón Loja,  

situado en el  sur occidente de la provincia de Loja. Posee un clima 

templado andino con una oscilación anual de la temperatura de 15 °C, El 

cantón Loja tiene una superficie de 11026 kilómetros cuadrados y está 

ubicado entre los 2100 m.s.n.m. Limita, al norte con el cantón Saraguro, al 

sur y al este con la Provincia de Zamora Chinchipe y al Oeste con parte 

de la Provincia de El Oro y los cantones de Catamayo, Gonzanamá y 

Quilanga. 
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Figura 6. Ubicación geográfica del cantón Loja  (Wikipedia) 

3.2.2. Delimitación del Área de Estudio 

El área de estudio se dividió por parroquias del cantón Loja: El Valle, 

Sucre, San Sebastián, Chantaco, Chuquiribamba, El Cisne, Gualel, 

Jimbilla, Malacatos, Quinara, San Lucas, San Pedro de Vilcabamba, 

Santiago, Taquil, Vilcabamba y Yangana.  

El diagnostico se realizó en el Laboratorio de Biología Molecular del 

Centro de Biotecnología de la Universidad Nacional de Loja (UNL). 

3.2.3. Tamaño y Selección de la Muestra 

El cálculo del tamaño de la muestra de tomó en consideración los datos 

proporcionados por la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la 

Calidad del Agro sede Loja (AGROCALIDAD) referentes a la campaña de 

vacunación contra la fiebre aftosa 2014. Primera Fase en la cual se tuvo 

una población de bovinos inmunizados de 49.829.  Es así que para 

determinar el tamaño de la muestra para el presente estudio se aplicó la 

siguiente formula: 
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  PQ
K

E
N

PxQxN
N





2

2

1

 

donde:

 N = Tamaño de la muestra   

P = Probabilidad que se cumpla (0,05) 

Q = Probabilidad que no se cumpla (0,099) 

E2= Constante  

K2= Constante (2) 

N= Número de animales  

 

 
 

 
25.0

2

099.0
149829

)49829(25,0

2

2



n

        

   25.000245025,049828

25.12457


n

 

 

341057,122

25.12457
n

         
102n

 

 

Se calculó 102 muestras paras las pruebas moleculares  

Cálculo de la Fracción  

 

n

N
F 

 

 

 

 

 

102

49829
F  

 

 

 

489F
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Describiendo la fracción se debe tomar 1 muestra por cada 489 animales 

3.2.4.  Distribución de la Población  en la diferentes Parroquias 

Sector Norte: El Valle  

 

Sector 

rural 
Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo 

Muestra 

 

N
O

R
T

E
 

Jipiro, Amable María, Salapa, 

Yanacocha, Masaca, 

Carigan, Motupe, La 

Banda,San Cayetano, Los 

Molinos, La Pas, Zhucos, Las 

Pitas ,Cochas. 

 

 

5999

489
 

 

 

12 

 

    

  Sector Sur: San Sebastián  

Sector 

rural 
Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo 

Muestra 

 

S
U

R
 

Punzara, Cajanuma, Z. 

Guayco ,El Capulí, Dos 

Puentes, La Quebrada, 

Argelia,Pueblo Nuevo, Las 

Minas  

 

2209

489
 

 

 

4 
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Sector Este: El Sagrario  

Sector rural Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

 

E
S

T
E

 

 

Eucaliptos, El Churo, 

El Calvario, El Rincón   

 

 

248

489
 

 

 

1 

 

 

 

Sector Oeste: Sucre  

Sector 

Rural 
Barrios 

 Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo 

Muestra 

 

O
E

S
T

E
 

Tierras coloradas, 

Chonta Cruz, La 

Victoria, Menfis, 

Obrapía, Payanchi, 

Bolonia, D. Alvarez, 

Belén, Teneria, La Urna, 

Las Palmas, La Palmera   

 

 

1807

489
 

 

 

 

4 
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Parroquia rural: El Cisne  

Sector 

rural 
Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

 

E
L

 C
IS

N
E

 

Ambocas, Chaquiruña, 

Agua de Milagro, 

Huasin, La Nona, La 

Concha, Millubo, Santa 

Teresita  

 

 

2477 

245
 

 

 

5 

 

 

 

Parroquia rural: Chuquiribamba  

Sector 

rural 

Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

 

CHUQ

UIRIB

AMBA 

Tesalia, Guayllas, 

Saracapax, Hynacapac, 

Calucay, Carmelo, La 

Dolorosa, Miraflores, 

Pordel, Reina del Cisne, 

San Vicente, Simón 

Bolívar, Zañe 

 

 

5541

489
 

 

 

 

11 
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Parroquia rural: Gualel  

Sector 

rural 

Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de    

Muestreo  

Muestra 

 

G
U

A
L

E
L

 

Bahin, Celén, Centro, El 

Ary, Gualaspamba, Lluglla, 

Ramada, Rodeo, San 

Francisco, Panecillo, 

Porvenir, San Juan alto y 

bajo, Dorado, Los Pinos  

 

 

3904

489
 

 

 

8 

 

 

 

Parroquia rural: Taquil  

Sector 

rural 

Barrios 

Población bovina 

Fracción de 

Muestreo 

Muestra 

 

TAQUIL 

La Aguangora, 

Chinchaca, Cera, 

Naranjito, 

Cachipamba, 

Macainume, Paja 

blanca, Duraznillo, 

Limón, Cenen, 

Gonzabal  

 

 

1844

489
 

 

 

4 
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Parroquia rural: Chantaco  

Sector rural Barrios 

Población  

bovina 

Fracción de 

Muestreo 

Muestra 

CHANTACO 

 

El auxilio, Linderos, 

Fátima, Motupe, 

Cumbe, San Nicolás.   

 

193

489
 

 

 

1 

 

 

Parroquia rural: Santiago 

Sector 

rural 

Barrios 

Población bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

SANTIAGO 

 

Barrio central, 

Cachipirca, Minas, 

San José, Sayo, 

Cenen, Pucala, El 

Gallo, La 

Chorrera, El 

Pagllo, Manzano, 

Liria, Lliclla, Posin, 

Chaclipaccha, 

Aguacate y 

Chacoyante    

 

 

5852

489
 

 

 

12 
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Parroquia rural: Jimbilla  

Sector 

rural 
Barrios 

Fracción de 

Muestreo  
Muestra 

JIMBILLA 

Hinzhapa, Jesús 

María, Las Palmas, 

San Vicente, La 

Chonta, Huacabamba, 

Montecristi, Masaca, 

Los Molinos, San 

Isidro, Santa Bárbara, 

San Antonio    

 

 

2868

489
 

 

 

6 

 

 

 

Parroquia rural: Malacatos  

Sector 

rural Barrios 

Fracción 

de 

Muestreo  

Muestra 

MALACA

TOS 

 

Tres Leguas, Rumishitana, 

Granadillo, Poto pamba, 

Nangara, Chorrillos, 

Landangui, El Prado, 

Naranjo dulce, Cavianga, El 

Carmen, El Sauce, San 

Francisco, Calera, Pedregal, 

San José de Ceibopamba, 

Santa Cruz, Santa Ana   

 

 

 

 

2827

489
 

 

 

 

 

6 
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Parroquia rural: San Pedro  

Sector 

rural 

Barrios 

Población bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

SAN 

PEDRO 

 

Panecillo, Dorado 

alto, bajo, Amala, 

Carango, Sacapo, El 

Chaupi, Uchima    

 

 

227

489
 

 

 

1 

 

 

 

Parroquia rural: Vilcabamba 

Sector 

rural 

Barrios 

Población bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

VILCABA

MBA 

 

Yamburara bajo, 

alto, San José, 

Mollepamba,  

Cayluma, 

Cuctanama alto, 

bajo, Linderos, 

Santorum, 

Moyococha, 

Solanda, 

Tumianuma    

 

 

3721

489
 

 

 

7 
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Parroquia rural: San Lucas 

Sector 

rural 

Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

SAN 

LUCAS 

 

Cañi,Jaboncillo, 

Lancapag, Moraspamba, 

Ciudadela, San, 

Lucas,Linderos, Pueblo 

Viejo,Langa, Bucashi, 

Vinuyaco Alto, Vinuyaco 

Bajo, Durazno, Censo, 

Puruzhuma, San José, 

Nogal, Bellavista 

 

 

5668

489
 

 

 

 

11 

 

 

Parroquia rural: Quinara  

 

Sector 

rural 

Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

QUINARA 

 

La Palmira, Sahuayco. 

Atillo,Quinara 

 

259

489
 

 

 

 

 

 

1 
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Parroquia rural: Yangana  

Sector 

rural 

Barrios 

Población 

bovina 

Fracción de 

Muestreo  

Muestra 

YANG

ANA  

Patinuma, Suro, 

Masanamaca, 

Comunidades, San 

Gabriel, 

Huaycopamba,La Elvira, 

Marcopamba, Quebrada 

Seca, Anganuma 

 

 

 

4185

489
 

 

 

 

8 

 

 

TOTAL DE MUESTRAS  102 

 

3.2.5. Variables 

 

a) Prevalencia de acuerdo  la Zona.- En esta variable cada parroquia se 

tomará como zona, entre ellas se encuentra; El Valle, Sucre, San Sebastián, 

Chantaco, Chuquiribamba, El Cisne, Gualel, Jimbilla, Malacatos, Quinara, 

San Lucas, San Pedro de Vilcabamba, Santiago, Taquil, Vilcabamba y 

Yangana. 

 

b) Prevalencia de acuerdo a la Edad.-En el factor edad se incluyeron todos 

los animales en producción.  

 

c) Prevalencia de acuerdo a la Raza: en este factor se incluyeron los bovinos 

hembras en  producción de las diferentes razas existentes en el cantón Loja.  

 

d) Prevalencia de acuerdo a los Casos Positivo: se consideran todos los 

animales positivos a la prueba de biología molecular. 
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3.3. RECOPILACION DE LA INFORMACION 

El presente estudio se desarrolló llevando a cabo un trabajo de campo 

apoyado de técnicas de laboratorio, las cuales se describen a 

continuación. 

 

3.3.1. Recolección de muestras 

El trabajo de campo se desarrolló con la recolección de muestras de leche 

de vacas en producción. Las 102 muestras fueron tomadas al azar de las 

diferentes ganaderías lecheras de las parroquias ubicadas en el perímetro 

territorial del cantón Loja. 

Todas las muestras se procesaron en el Laboratorio de Biología Molecular 

del Centro de Biotecnología de la Universidad Nacional de Loja 

3.3.2. Análisis de Laboratorio 

Los análisis de laboratorio se realizaron utilizando las siguientes técnicas: 

3.3.2.1. Extracción de ADN 

Para la extracción de ADN, de muestras de leche, de colonias de 

Mycobacterium tuberculosis y Vacuna BCG se procedió siguiendo las 

especificaciones del kit Pure Link Genomic DNA (Invitrogen, Life 

Technologies). 

1. Poner el baño a una temperatura de 55 °C.  

2. Poner 200µL de Leche (fresca o congelada) en un tubo estéril. En el 

caso de la suspensión bacteriana también 200 uL. 

3. Adicione 20µL de Proteinasa K a la muestra. 

4. Adicione 20µL de RNAsa a la muestra. 

5. Mezcle en vórtex e incube por 2min. 

6. Adicione 200µL de PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer  

7. Mezcle en vórtex hasta obtener una solución homogénea  
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8. Incube a 55°C por 10min  

9. Adicione Etanol 96-100% 

10. Mezcle en vórtex por 15seg, hasta obtener una solución homogénea  

11. Colocar una columna dentro del tubo colector 

12. Adicione aproximadamente 640µL de la solución en la columna  

13. Centrifugue la columna a 10.000g por 1min a temperatura ambiente  

14. Descarte el tubo colector y coloque la columna en un tubo colector 

nuevo  

15. Adicione 500µL de Wash Buffer 1 preparado con etanol en la columna  

16. Centrifugue la columna a 10.000g por 1 min  

17. Descarte el tubo y coloque un nuevo  

18. Adicione 500µL de Wash Buffer 2 preparado con etanol en la columna  

19. Centrifugue la columna a 10.000g por 3 min a temperatura ambiente y 

descarte el tubo colector  

20. Coloque la columna en un tubo estéril de 1.5ml. 

21. Adicione 25-200µL de PureLink Genomic Elution en la columna 

22. Incube a temperatura ambiente por 1min.  

23. Centrifugue a 10.000g por 1 minuto a temperatura ambiente.   

 

Interpretación 

 

Posteriormente se procedió a determinar la concentración y calidad del 

ADN  en el Espectrofotómetro (NanoDrop 2000).  Al producto de la 

extracción de ADN lo encontramos en (ng/µL). 

 

3.3.2.2.  Determinación de la presencia de Mycobacterium spp, 

mediante PCR.  

Para detectar la presencia de Mycobacterium sp, en las muestras de 

leche  se empleó la combinación de los iniciadores universales RD4intF, 

RD4flankR y RD4falnkF para la amplificación (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Secuencias nucleotídicas de los iniciadores seleccionados 

para la amplificación de la región genómica ADN RD4 de Mycobacterium 

spp. 

 

Iniciadores Secuencias 5’ → 3’ 

RD4intF 5´- ACACGCGGCGAAGTATAGC-3´ 

RD4flankR 5´- AAGGCGAACAGATTCAGCAT-3´ 

RD4falnkF 5´ -CTCGTCGAAGGCCACTAAAG-3´ 

 

Para la mezcla de reacción de la amplificación se utilizó 2.5uL de la 

solución amortiguadora de PCR 10X (Invitrogen); 0.75uL de MgCl2 

(50mM); 0.5uL de dNTPs, (10 mM), 1.0 μL, cada uno de los cebadores, 

0.1 uL de Taq Platinum DNA Polimerasa (Invitrogen); 17.15uL de H2O y  

1 μL de ADN total para un volumen final de 25 μL, (Cuadro 4). 

 

Cuadro 4. Elementos de las Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Reactivos Volumen 

H20  17.15 uL 

Buffer 10x 2.5 uL 

MgCl2 50mM 0.75 uL 

dNTPs 10mM 0.5 uL 

RD4 intF 1X 1 uL 

RD4 flank F 1X 1 uL 

RD4 flank R 1X 1 uL 

Taq Platinum DNA Polimerasa 1U 0.1 uL 

ADN (muestra) ng/uL 1 uL 

VOLUMEN TOTAL  25uL 

 

El programa de amplificación consistió en una desnaturalización inicial 

95°C por 15 minutos; 35 ciclos de desnaturalización de 95°C por 60 

segundos, alineamiento a 55°C por 60 segundos y extensión a 72°C por 

60 segundos, seguido de una extensión final a 72°C durante 10 minutos.  

Se emplearon como controles positivos para el diagnóstico de la 

Tuberculosis, la cepa de Mycobacterium bovis, proveniente de la vacuna 

BCG y una cepa de Mycobacterium  tuberculosis, proveniente de colonias 
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de orina de humanos infectados. El control negativo es solamente mezcla 

de reacción más 1 uL de ADN de E. coli. 

3.3.2.3. Electroforesis 

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel 

de agarosa al 1.5% durante 45 minutos en solución amortiguadora TBE 

(Tris-Borato-EDTA) 0.5 %, a 100 voltios a 80 mA y fueron teñidos con 

SYBR Safe (Invitrogen) 7uL/100mL de agarosa.  

Para realizar la corrida electroforética se mezcló 2uL de Blue Juice al 10x 

(Invitrogen) con 8uL del producto de la RCP, al igual para los controles 

Como marcador de peso molecular se empleó el de 1Kb (Invitrogen), del 

cual se tomó 2uL y se mezcló con 2uL de Blue Juice y 4uL de H2O. 

Para la corrida del gel se colocó en el primer pocillo marcador de peso 

molecular, seguido de las muestras y por último los controles positivos y el 

control negativo.  

Los resultados fueron visualizados mediante un transiluminador de luz 

ultravioleta (UV) Enduro GDS TOUCH (Labnet) y se compararon con los 

obtenidos para controles positivos de Mycobacterium bovis y 

Mycobacterium tuberculosis, utilizados en las detecciones. 

3.4. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION 

3.4.1. Tabulación 

Se procederá a ordenar y clasificar los resultados obtenidos mediante la 

elaboración de tablas y cuadros estadísticos de cada una de las variables 

en estudio. 

3.4.2. Análisis e interpretación 

En cada una de las variables se procederá a calcular los porcentajes y 

posteriormente se realizará una interpretación de carácter descriptivo y 

explicativo para llegar a conclusiones válidas en el trabajo. 
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3.4.3. Presentación de resultados 

Los resultados se presentaron mediante cuadros, gráficos estadísticos y 

de manera textual, para  elaborar el informe final. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. PREVALENCIA DE ACUERDO LA ZONA 

Para determinar la prevalencia de la Tuberculosis bovina (TBB) de 

acuerdo a las parroquias, se tomó en cuenta cada una de las parroquias 

tanto urbanas como rurales del cantón Loja. Los resultados se resumen 

en el cuadro cinco y se grafican en la figura uno. 

 

Cuadro 5. Prevalencia de TBB de acuerdo a las parroquias. 

Parroquia 
Nro. Muestras 

totales 
Nro. de muestras 

Positivas 
Porcentaje 

El Valle 13 6 46 

Sagrario 1 1 100 

San Sebastián 4 2 50 

Sucre 4 4 100 

Chantaco 1 0 0 

Chuquiribamba 11 3 27 

El Cisne 5 2 40 

Gualel 8 1 13 

Jimbilla 6 4 67 

Malacatos 6 2 33 

Quinara 1 1 100 

San Lucas 11 7 64 

S. Pedro V 1 0 0 
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Santiago 12 5 42 

Taquil 4 0 0 

Vilcabamba 6 2 33 

Yangana 8 4 50 

TOTAL 102 44 

Fuente: Investigación Directa 

 

Se aprecia en el cuadro cinco que en las parroquias Sucre (urbana), 

Sagrario (urbana) y Quinara (rural) se presentó la enfermedad en un 

100% de los animales muestreados, también se registró la presencia de la 

TBB en la parroquia Jimbilla con un 67% de las vacas en producción, 

seguida de la parroquia San Lucas con un 64%. Mientras que en las 

parroquias de San Sebastián y Yangana se registró la TBB en un 50% en 

ambas parroquias para las vacas en producción muestreadas, para una 

mejor compresión se grafica en la figura siete. 
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Figura 7. Prevalencia de la tuberculosis bovina (TBB) en las diferentes 
parroquias del cantón Loja. 

 

4.2. PREVALENCIA DE ACUERDO  LA RAZA 

 

En la prevalencia de acuerdo a la raza se tomó en cuenta los siguientes 

rangos: Holstein y sus mestizos, Brown Swiss Mestizos, y Jersey. Los 

resultados se muestran en el cuadro seis y se grafican en la figura ocho. 
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Cuadro 6. Prevalencia de la TBB de acuerdo a la raza. 
 

Raza  Total de 

Muestras 

Muestras 

Positivas 

Porcentaje 

(%) 

Holstein y sus Mestizos 86 37 43 

Brown Swiss Mestizos 14 6 43 

Jersey 2 1 50 

TOTAL 102 44 

 Fuente: Investigación Directa 

En el cuadro seis se muestra que en la raza Jersey se registró un 50% de 

las vacas en producción muestreadas con tuberculosis bovina. Por otro 

lado se obtuvo un 43% de bovinos hembras en producción afectadas con 

TBB en las razas Brown Swiss Mestizos, Holstein y sus mestizos, para 

una mejor compresión se gráfica en la figura ocho. 

 

 

Figura 8. Prevalencia de la tuberculosis bovina (TBB) de acuerdo a la 
raza. 
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4.3. PREVALENCIA DE ACUERDO LA EDAD  

Se consideró la edad de las vacas en producción  muestreados y se 

clasificó por rangos los cuales fueron: 2-4 años, 5-7 años, 8-12 años. Los 

resultados se muestran en el cuadro siete y se representan en la figura 

nueve. 

 
Cuadro 7. Prevalencia de la TBB de acuerdo a la edad. 

 

Raza  Total de 

Muestras 

Muestras 

Positivas 

Porcentaje 

(%) 

2-4 años 24 12 50 

5-7 años 53 21 40 

8-12 años  25 11 46 

            Fuente: Investigación Directa 

 

Se aprecia claramente que un 50% de vacas en producción de entre 2 a 4 

años presentan tuberculosis bovina, mientras que el 46% de las vacas en 

producción, que presentan TBB están en una edad de 8 a 12 años, 

seguidos de un 40% en vacas de entre 5 a 7 años, para una mejor 

compresión se representa en la figura nueve. 
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Figura 9. Prevalencia de tuberculosis bovina (TBB) de acuerdo a la edad. 

 

4.4. PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS CASOS POSITIVOS  

Se consideró animales positivos y negativos a la prueba de biología 

molecular, Reacción en la cadena de la Polimerasa (PCR) convencional. 

Los resultados se muestran en el cuadro ocho y se representan en la 

figura diez.  

Cuadro 8. Prevalencia de la TBB de acuerdo a los casos 

positivos  
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Se aprecia claramente que un 43.13% de bovinos del cantón Loja 

presentan tuberculosis bovina. Mientras que el 56.86% de los bovinos son 

negativos a  TBB, para una mejor compresión se representa en la figura 

diez. 

 

 

 

Figura 10. Representación gráfica de la distribución de las 

frecuencias en las  muestras tomadas. 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1 PREVALENCIA DE ACUERDO A LAS PARROQUIAS 

 

Los resultados obtenidos en esta investigación arrojan que existe una 

prevalencia desde el 0 al 100% de los bovinos en producción que son 

positivos a Mycobacterium bovis. De las dieciséis, catorce de las 

parroquias presentan altos índices de prevalencia, lo cual indica que la 

enfermedad se encuentra ampliamente diseminada en el cantón Loja. 

Estudios previos realizados en la Universidad Nacional de Loja describen 

un 6% de hembras bovinas que fueron positivas a la prueba de 

tuberculina en el Sector Norte de la hoya de Loja, lo cual es mucho menor 

que lo encontrado en este estudio (Paccha, 2012). 

 

Así mismo los datos de la presente investigación son superiores en 

porcentaje a los descritos por Román, (2014), el cual realizó un estudio a  

357 bovinos, los cuales fueron tuberculinizados en el cantón Loja donde 

obtuvo un 6.20% de animales positivos. 

 

Una de las posibles causas de la elevada prevalencia y diseminación de 

la enfermedad en catorce de las dieciséis parroquias del cantón Loja 

pudiera ser por la falta de exámenes de diagnóstico respectivos a los 

bovinos, lo que propicia que animales infectados no sean detectados y 

continúen liberando la bacteria en los diferentes hatos ganaderos. 

 

5.2 PREVALENCIA DE ACUERDO A LA RAZA 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos de las dos vacas de raza Jersey 

muestreadas una es positiva lo que representa un 50 %. Sería necesario 

tomar un mayor número de muestras provenientes de esta raza para 

determinar si pudieran ser más susceptibles a adquirir la enfermedad que 
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el resto de las razas. Por otro lado la raza Holstein y sus mestizos 

mostraron un 43% de vacas afectadas por la TBB. Hay que tener en 

cuenta que en la presente investigación el 85% de los animales 

muestreados pertenecen a la raza Holstein precisamente por tratarse de 

hatos lecheros. De igual manera para la raza Brown Swiss Mestizos se 

registró un 43% de bovinos con TBB. 

 

En esta investigación se obtuvo resultados positivos para todas las razas 

de ganado muestreadas, a diferencia de los obtenidos por Román, (2014), 

en el cual todos los animales que resultaron positivos pertenecían a la 

raza Holstein. 

 

5.3 PREVALENCIA DE ACUERDO A LA EDAD 

 

En la presente investigación el 50% de las vacas en producción que se 

encuentran entre las edades de 2 a 4 años presentan tuberculosis bovina, 

mientras que el 46% de los bovinos muestreados que se encuentran entre 

8 a 12 años son positivas a TBB, seguidos de un 40% en los animales de 

entre 5 a 7 años. Con estos datos se determinó que la TBB está presente 

en animales de todas las edades. Pero es preocupante que el mayor 

porcentaje de animales infectados son los más jóvenes. 

 

Esto concuerda con lo descrito por Herrera, (2011), quien informa que 

existe presencia de la enfermedad en animales de todas las edades. Pero 

a diferencia Herrera, (2011) informa que existe un mayor porcentaje 

(40.60%) de animales infectados de entre 5 y 7 años de edad. 

 

En cambio Román, (2014) menciona que un 17,35 % de provenientes del 

camal son positivas a TBB, las cuales fueron analizadas por baciloscopía. 

La edad promedio de los animales en los que se identificó el bacilo 

tuberculoso oscila entre 8,5 años aproximadamente, lo que concuerda 

con lo obtenido en el presente estudio. 
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5.4 PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS CASOS POSITIVOS 

 

Existen pocos estudios basados en la detección de M. bovis mediante 

técnicas moleculares en Ecuador. 

 

La prevalencia de TBB en vacas en producción obtenida en este estudio 

es de 43,13%, la cual fue determinada a través la Reacción en Cadena de 

la Polimerasa. La cual mucho más sensible y específica que las pruebas 

tradicionales. La región amplificada en este estudio es RD4 que pertenece 

a una de las 43 regiones diferenciales en el género Mycobacterium. En el 

caso de RD4 permite diferenciar a Mycobacterium bovis del resto de los 

miembros del complejo. Esto es posible ya que el gen Rv1510 (RD4) se 

encuentra truncado en la especie M. bovis, incluyendo M. bovis variedad 

BCG, pues es el único miembro del complejo que carece del locus RD4 

(Arráiz et al., 2007). 

 

Echeverría, (2011) mediante la aplicación de PCR anidado a partir de 

muestras de pulmón de ganado reveló una prevalencia de 4,33 % siendo 

este porcentaje inferior obtenido en la presente investigación. Debido a 

que la leche es una de las principales fuentes de diseminación de M bovis 

por lo cual es mucho más probable encontrar el bacilo, colocando este 

trabajo entre uno de los primeros donde se realiza diagnóstico molecular 

a partir de muestras de leche.  

 

En esta investigación en 44 muestras se obtuvieron bandas de 

aproximadamente 400 pb las que corresponden a M bovis, lo que coincide 

con lo descrito por Ameni et al., (2010) para estos cebadores. Sin 

embargo estos autores realizaron su estudio a partir de cepas cultivadas 

de tejido post mortem, a diferencia de este estudio donde se parte de 

muestras de leche directamente y no de cultivo. Lo que resulta de gran 

utilidad ya que el cultivo de esta bacteria requiere tiempo e infraestructura 

adecuada. 
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6. CONCLUSIONES 

 

De acuerdo a los resultados expuestos se puede deducir las siguientes 

conclusiones  

Del total de animales muestreados en  la presente investigación se obtuvo 

un 43.13% de casos positivos en la detección de Mycobacterium bovis, lo 

que nos indica que una gran parte de la población bovina, presentan la 

enfermedad. 

 

De acuerdo a los datos obtenidos en el transcurso de la investigación y en 

relación a las parroquias estudiadas se registró una mayor incidencia en 

las parroquias El Sagrario, Sucre (urbanas) y Quinara (rural) donde se 

presentó en la enfermedad en  100%, así como también en las parroquias 

Chantaco, San Pedro y Taquil (rurales) no se registró casos positivos de 

tuberculosis.  

 

Los porcentajes de incidencia de tuberculosis  de acuerdo a la raza es la 

raza Jersey con  50%, seguida de un 43%  en la vacas en producción de 

las razas Holstein y Brown Swiss Mestizos, afectados por la TBB. 

 

Al hacer el análisis de los resultados de acuerdo a la edad se encontró un 

50% de bovinos entre 2 a 4 años presentan tuberculosis bovina, mientras 

que el 46% de los bovinos que presentan TBB están en una edad de 8 a 

12 años, seguidos de un 40% en los bovinos de entre 5 a 7 años 

 

La tuberculosis tiene un gran impacto económico en las explotaciones 

lecheras del cantón Loja especialmente en las vacas en etapa de 

producción, sin restar importancia al resto de categorías, debido a que 

están sometidas a estrés, lo cual incrementa la  susceptibilidad a otras 

infecciones y eliminación temprana de los animales afectados, que al ser 

descartados disminuyen significativamente su valor comercial. 
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7. RECOMENDACIONES 

 

Por riesgo a la salud pública, los animales positivos a TBB deben ser 

separados de los hatos y sacrificados. 

 

Realizar estudios en la misma zona y en otros sitios con un número mayor 

de muestras , con el fin de determinar una mejor prevalencia e incidencia 

de Tuberculosis Bovina. 

 

Realizar un estudio epidemiológico y una caracterización molecular a nivel 

nacional con el fin de detectar la presencia de variaciones genéticas del M. 

bovis. 

 

Utilizar los protocolos de realizados en la presente investigacion en 

extraccion de ADN  de muestras clinicas (leche) y PCR convencional. 

 

Se recomienda aplicar  las técnicas de biología molecular para la 

implementacion de programas de control de TBB en Ecuador, 

determinando zonas endémicas y controlando la movilidad de los animales. 

 

Capacitar a los ganaderos sobre las repercusiones de salud y  económicas 

que tiene la TBB y sus factores de riesgo que provocan. 

 

Debido al alto grado de prevalencia, se recomienda consumir unicamente 

leche pasteurizada. 
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Anexo 1. Registro de Datos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

63 
 

 

 

 



 
 

64 
 

Anexo 2.  Fotografías  

 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA 

ÁREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES 

RENOVABLES 

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA 

 

TESIS: “ESTUDIO  DE LA PREVALENCIA DE TUBERCULOSIS BOVINA 

EN GANADERÍAS BOVINAS DEL CANTÓN LOJA.”. 

 

 

Foto 1. Recolección de leche  en vacas en producción  del cantón Loja  

 

 

 

Foto 2. Kit de extracción de ADN y Cebadores RD4 
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 Foto 3. Realización de la PCR  

 

 

 

Foto 4. Programación de ciclos en el Termociclador y colocación de 

muestras. 
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      Foto 5. Realización de la Electroforesis  

 

 

 

Foto 6. Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la separación de 

productos de PCR de la delesión RD4 de cuatro muestras de leche 

provenientes de vacas en producción del cantón Loja. Líneas de 1-4 

muestras de leche positivas a M. bovis con tamaño de banda 

correspondiente a 400pb aproximadamente. Línea 5 control negativo. 

Línea 6 control positivo de M. tuberculosis. Línea 7 control positivo de M. 

bovis variedad BCG. 
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GLOSARIO 

 

 µg: Microgramo 

 µL: Microlitro 

 µM: Micromolar 

 ADN: ácido desoxirribonucleico 

 BCG: Bacillus de Calmette y Guérin 

 Buffer: es un compuesto que tiende a mantener una solución a pH 

constate 

 Blue Juice: está diseñado para facilitar la carga y el seguimiento de 

las muestras de ADN en geles  agarosa  

 dNTPs: desoxiribonucleótidos trifosfato 

 EDTA: Ácido Etilen-Diamino Tetracético 

 Enduro GDS TOUCH: Transiluminador Ultravioleta   

 g: Gravedades  

 Kpb kilopares de bases 

 pb: Pares de bases 

 PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction), reacción en 

cadena de la polimerasa 

 ng/uL: nanogramos por microlitro   

 mA: miliamperios  

 MgCl2: Cloruro de Magnesio  

 mM: milimolar 

 RD4: Región diferencial para Mycobacterium spp.  

 SYBR Safe: Utilizado en bilogía molecular para la identificación  del 

ADN  en gel de agarosa, reemplaza al bromuro de etidio  ya que no 

produce efectos nocivos  

 TBE (Tris-Borato-EDTA) 

 U: Unidad 

 UV: Ultravioleta  


