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RESUMEN

CARRISOZA URBINA JACOBO. Concordancia entre el cultivo bacteriolégico y
examen histopatolégico de lesiones sugestivas a tuberculosis encontradas en el
examen post-mortem, en los laboratorios autorizados en diagnostico de tuberculosis
bovina en México del afio 2009 al 2012 (bajo la direccion de: MVZ M en C Noé
Orlando Juérez Lépez, MVZ M en C Estela Flores Velazquez y MVZ M en C José

Alfredo Gutiérrez Reyes).

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades mas complejas y dificiles a la
gue se enfrenta el sector ganadero. La inspeccion en la matanza regular de bovinos
en rastro, es una de las actividades que se realizan en México con el objetivo de
detectar la enfermedad. Muestras de tejido con lesiones sugestivas a tuberculosis
son enviadas a laboratorios autorizados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca Y Alimentacion (SAGARPA), para el diagnostico de la
tuberculosis bovina, mismos que realizan el examen histopatolégico y cultivo

bacteriol6gico, para confirmar la enfermedad.

En este estudio determino el grado de concordancia entre los resultados del examen
histopatologico y cultivo bacterioldgico, de las lesiones sugestivas a tuberculosis,
recolectadas por los inspectores de rastro durante la matanza regular de bovinos y
posteriormente remitidas a los laboratorios autorizados para el diagnodstico de
tuberculosis bovina por la SAGARPA del afio 2009 al 2012 a nivel nacional. 10,818

muestras con lesiones sugestivas a tuberculosis fueron enviadas a diez laboratorios



autorizados, obteniendo los siguientes resultados: el 23.1% de las muestras fueron
confirmadas a Mycobacterium bovis mediante cultivo bacteriologico (2,499/10,818),
el 34.6% de muestras fueron positivas al examen histopatoldgico (3,738/10,818),
mediante la prueba de Cohen’s kappa se obtuvo una concordancia de k= 0.633 con
un IC al 95%= 0.618 — 0.649, lo cual indica una concordancia buena, entre las dos

pruebas.



1 INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades mas complejas y dificiles que
enfrenta la industria ganadera, la cual es causada por Mycobacterium bovis (M.
bovis), que afecta a una amplia gama de mamiferos,* incluyendo los seres humanos.
Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de granulomas conocidos como
tubérculos, los cuales pueden afectar a cualquier tejido, sin embargo las lesiones se
observan mas frecuentemente en los nddulos linfaticos de la cabeza, cuello, torax y
pulmén. Macroscopicamente, los granulomas tienen una apariencia caseosa de color
amarillo. Histolégicamente, se observan lesiones necroticas caseosas, células
epitelioides, células gigantes de tipo Langhans, macrofagos y en algunos casos se

pueden encontrar bacilos &cido alcohol resistente (BARR). %°

La deteccion de lesiones tuberculosas localizadas en la matanza regular de bovinos
aunado con las pruebas de tuberculina, ha demostrado ser indispensable en el
sistema de vigilancia epidemiolégica de la tuberculosis bovina en la poblacién de
ganado en general.*>® En México, muestras de tejidos con lesiones sugestivas a
tuberculosis bovina detectadas en rastro de: animales positivos a la prueba de
tuberculina, bovinos de matanza regular, asi como los ndédulos de la cabeza,
mediastinicos y mesentéricos, de animales positivos a la prueba de tuberculina sin
lesiones, se colectan y envian a los laboratorios autorizados por la SAGARPA a nivel
nacional en el diagnostico de tuberculosis bovina. El personal del laboratorio es el
encargado de realizar las pruebas de histopatologia y bacteriologia de estas ultima,,
se realiza el aislamiento e identificacibn de M. bovis, ademas de notificar a la

Direccion General de Salud Animal del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y



Calidad Agroalimentaria (SENASICA), la cual aplica diferentes estrategias con el
objetivo de ubicar el hato de origen infectado.” Con la vigilancia en rastros, se ha
logrado encontrar casos nuevos de tuberculosis bovina, los cuales no habian podido
ser detectados por las pruebas de tuberculina, esto ha contribuido a disminuir la
propagacion de la enfermedad especialmente en zonas de baja prevalencia.>®
Debido a la importancia de estas actividades en el control de la enfermedad, es
necesario que se realicen capacitaciones al personal involucrado, auditorias a los
laboratorios, control de calidad etc, con la finalidad de monitorear y plantear mejoras

en sus procedimientos.®

2 MARCO TEORICO

2.1 Panorama mundial de la tuberculosis humana

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que a nivel mundial una tercera
parte de la poblacibn humana se encuentra infectada por Mycobacterium
tuberculosis. De acuerdo al Informe mundial sobre la tuberculosis 2012 publicado por
la OMS, se calcula que en 2011 hubo 8.7 millones de nuevos casos de tuberculosis

(Th).?

En el aflo 2011 la mayoria de las personas afectadas por Th se registraron en Asia
(59%) y en Africa (26%) con una menor proporcion en las regiones del Mediterraneo
oriental (7.7%), la region europea (4.3%) y la region americana (3%). La Region de
Africa tiene un 24% de los casos mundiales debidos a tuberculosis y la mayor

cantidad de casos y muertes.



De acuerdo al Programa Regional de Control de la Tuberculosis de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) para el 2010 se estimaron alrededor de 267,000
casos nuevos en la Region de las Américas, mas de dos tercios (69%) se estima que
ocurrieron en América del Sur, 14% en el Caribe, 12% en México y Centro-América,

asi como el 5% en América del Norte.*°

2.2 Panorama nacional de la tuberculosis humana

En México esta enfermedad representa una prioridad de salud publica, ya que a
pesar del descenso que se ha observado de los casos de tuberculosis humana en
todas sus presentaciones clinicas, se ha mantenido entre las primeras veinte causas
de defunciones. Segun el registro y notificacion del Sistema de Vigilancia
Epidemiol6gica de Tuberculosis, en 2010, se reportd un total de 18,848 casos por
cada 100,000 habitantes. Los tres estados con mayor numero de casos fueron: Baja
California, Tamaulipas y Guerrero.

La mayor proporciébn de casos que se presentan en México corresponden a
tuberculosis pulmonar, se calcula que nueve de cada diez casos de tuberculosis
corresponden a esta presentacion.*®

En el 2009, el indice de mortalidad por tuberculosis en todas sus formas fue de
2,225 defunciones, de las cuales 1,535 corresponden al género masculino
representando el 69%, el 84.3% se asociaron a tuberculosis respiratoria. La relacion

hombre muijer fue de 2.2 defunciones en hombres por cada muijer fallecida.™®



2.3 Importancia de la tuberculosis bovina en salud publica

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es principalmente un patégeno que
afecta a los seres humanos, mientras que M. bovis tiene una amplia gama de
huéspedes y es el principal agente responsable de la tuberculosis en los mamiferos
domésticos y silvestres. M. bovis también puede infectar a los seres humanos,
causando una zoonosis la cual es indistinguible clinica, radiologica vy
patologicamente de la enfermedad causada por M. tuberculosis, esto hace que sea
dificil o imposible estimar con precision la proporcion de casos de tuberculosis en
humanos debido a M. bovis .***? La identificacién de estas dos bacterias, sélo se
puede lograr por métodos de laboratorio sofisticados que implican, el cultivo
bacteriologico de muestras clinicas, seguido por la tipificacion, de acuerdo con las
caracteristicas de crecimiento, propiedades bioquimicas y resistencia a la

pirazinamida de cada bacteria.

La forma de trasmisién ser al humano, se da por la inhalacién de aerosoles de
animales infectados, la ingestion de leche contaminada, y, con menor frecuencia, por
contacto de las membranas mucosas infectadas con la piel lacerada.'*™
Afortunadamente con la practica del consumo de leche y derivados lacteos
pasteurizados, ha disminuido drasticamente la infeccion por via digestiva. Sin
embargo, el riesgo de infeccidbn por la via aérea sigue presente y con mayor
frecuencia en trabajadores de la industria ganadera, como son: médicos vetrinarios
en personas dedicadas al procesamiento de carne y leche de bovinos

infectados.*>141°



En México con el objetivo de controlar esta zoonosis, es indispensable reforzar la
practicas de pasteurizacion de leche y subproductos lacteos, proteger de la
transmision por via aérea a los trabajadores en ocupaciones relacionadas con los
animales, especialmente la industria de ganadera, asi como continuar con la

campafa de control y erradicacion de la tuberculosis.

2.4 Distribucién geografica

La tuberculosis bovina, se encuentra distribuida en todo el mundo, sin embargo,
algunos programas de control y erradicacion practicamente la han eliminado de los
animales domésticos en muchos paises. Los paises que actualmente se clasifican
como libres de tuberculosis bovina son Australia, Islandia, Dinamarca, Suecia,
Noruega, Finlandia, Austria, Suiza, Luxemburgo, Letonia, Eslovaquia, Lituania,
Estonia, Republica Checa, Singapur, Jamaica, Barbados e Israel. Se estan
implementando programas de erradicacion en otros paises como, Japon, Nueva
Zelanda, Estados Unidos de América, México y algunos paises de América Central y

del Sur.*%’



WAHDOIED 2013

. 5
| sin iffarmacicn
Nunca.senalada
- Mo chservada en este perioda
[ 5esospecha
- Infeccian/Infestacion
|:| Enfermedad clinica .
- Enfermedad limitadaa una o varigszﬁlas
-clll_'l_fa:ci-i-n;-'Infﬁﬁiéﬁmiﬁiﬁa% Varias zonas
Sofpechade la enfermedad sinconfirmacion limitada a una o varnas zonas

Figura 1. Mapa de la distribucién mundial de tuberculosis bovina 2013

2.5 Pérdidas econGmicas
M. bovis afecta a la mayoria de las especies de importancia econémica como son:
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, porcinos reportado por Aguas Ray W. et al. 2012,

estas especies son susceptibles a la infeccién de forma variable.®

La tuberculosis bovina provoca pérdidas econdmicas importantes para los
ganaderos, con estimaciones de mas de 50 millones de bovinos infectados en todo
el mundo, con un costo aproximado de $3,000 millones de délares anuales, debido a
gastos asociados con las pruebas de diagnoéstico, el sacrificio de los animales
infectados, la pérdida de los acuerdos comerciales, restricciones a la movilizacion,
pago de indemnizacion, mantenimiento de los programas de control regionales y
federales de la enfermedad y la investigacion para el desarrollo de mejores

estrategias de control.®



En México, esta enfermedad pone en riesgo, la produccion promedio anual de 6.7
millones de cabezas de ganado bovino, de las cuales 1.2 millones de bovinos
castrado en pie se exportan a los Estados Unidos de América generando un ingreso
de divisas por mas de 480 millones de ddlares, 2.3 millones se engordan de manera
intensiva en corrales y el resto comprende al ganado que se engorda de manera
extensiva y se sacrifica, lo que representan una derrama economica mayor a los

$19,300 millones de pesos; méas de $1,754 millones de délares.*

Un promedio de 9.5 mil millones de litros de leche anuales se producen en el pais,
esto equivale a 3,516 millones de dolares, el 72% de la leche producida se
pasteuriza o industrializa y el 28% se consume cruda o se transforma en derivados
lacteos sin proceso térmico, lo que implica un alto riesgo zoosanitario y de salud

publica. %%

2.6 Campafa Nacional Contra la Tuberculosis Bovina (Mycobacterium bovis)

En el aflo 1993, en México se crel y establecio legal y operativamente la Camparia
Nacional para la Erradicaciéon de la Tuberculosis y Brucelosis (CANETB), sin
embargo, desde 1942 se habian estado realizando actividades para el control de la
brucelosis y un poco mas tarde para el control de la tuberculosis bovina, en 1994, se
public6 de forma emergente, la primera Norma Oficial Mexicana contra la

tuberculosis bovina, la cual se modificé en 1998 y continta vigente.®

La SAGARPA a través del SENASICA ha establecido la Campafia Nacional Contra
la Tuberculosis Bovina (Mycobacterium bovis) sustentada en la Norma Oficial

Mexicana NOM-031-Z00-1995, con el objetivo de prevenir, controlar y erradicar la
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presencia de tuberculosis bovina en los animales y a efecto de mejorar y mantener la
condicion zoosanitaria en el pais, considerando el riesgo zoosanitario, el impacto

social y econémico que produce esta enfermedad.?

Posteriormente, en el afio 1993 se crea el Comité Binacional México Estados
Unidos para el control de la tuberculosis con el objeto de asistir a México en los
esfuerzos de erradicacion de la enfermedad y asi continuar la exportacion de
ganado bovino en pie a los Estados Unidos de América. Este comité evalua los
programas de control y erradicacion en los Estados de México, clasificAndolos con

base en la prevalencia de la enfermedad y el grado de avance de la campafia.*®

En practicamente 16 afios de Campafa Nacional Contra la Tuberculosis Bovina
(Mycobacterium bovis), se ha avanzado considerablemente, en el control vy
erradicacion de esta enfermedad ya que antes de 1992, la prevalencia de
tuberculosis bovina era desconocida y actualmente, se tiene un avance del 83% del

territorio nacional en fase de erradicacion.®

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA) reconoce
a 25 regiones en México, como de baja prevalencia a la tuberculosis bovina, las
cuales equivalen al 63.23% del territorio nacional, de estas regiones 13 pueden
exportar con una sola prueba de tuberculina del lote, 11 con prueba de lote y prueba
de hato de origen, y una no requiere pruebas de tuberculina para exportar ganado

castrado a los Estados Unidos de América. (figura 2 ,3).%°



11

LA TUBERCULOSIS BOVINA &

CIENAC
FASE DE ERRA

28 DE JUNIO

DOS O REGIONES PORE, {TAMENTODE
JRA AT -~ o

I ACREDITADO MODIFICADO
AVANZADO

ACREDITADO MODIFICADO
ACREDITADO PREPARATORIO

NO ACREDITADO

Figura 3. Mapa de la Regionalizacién de acuerdo a la prevalencia de tuberculosis bovina realizada por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA) a México.

Con la finalidad de seguir con el control y la erradicacion de la enfermedad en el pais
la campafa nacional contra la tuberculosis bovina aplica estrategias de difusion y

promocion de las actividades, asi como la capacitacion del personal involucrado en
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estas actividades, aplicacion de cuarentenas en hatos infectados, eliminacion e
indemnizacién de animales reactores a las pruebas diagndsticas, inspeccién en
rastros para confirmar y detectar casos nuevos, control de la movilizacion,
reconocimiento y proteccion de regiones de baja prevalencia, certificacion de hatos

libres de la enfermedad, seguimiento epidemiolégico, etc.?

2.7 Epidemiologia

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa causada por M. bovis, la cual
afecta a una amplia gama de mamiferos, incluyendo los seres humanos. La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) clasifica la esta como una
enfermedad de la lista B, la cual es considerada de importancia para la salud publica
dentro de los paises, asi como para el comercio internacional de animales y de

productos de origen animal.?*%>2°

2.7.1 Etiologia

Mycobacterium bovis es una bacteria aerdbica, inmévil, acido alcohol resistente, de
crecimiento lento, su pared celular es muy rica en lipidos, no produce esporas y no
presenta capsula. Esta bacteria pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis el
cual estd formado por: M. tuberculosis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. canetti, M.

microti, M. caprae y M. pinnipedi los cuales son morfolégicamente similares.?’

2.7.2 Patogenia
M. bovis puede infectar al ganado bovino por diferentes vias, que son determinadas
por la edad de los animales, las condiciones climaticas y las practicas agropecuarias.

Los animales infectados pueden excretar las micobacterias por: secreciones
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respiratorias, heces, leche, saliva y orina lo cual favorece el contagio entre el ganado

bovino y el ser humano en contacto cercano con estos animales.?

La via aérea es considerada la principal ruta de infeccién de M. bovis.! La inhalacion
de aerosoles infectados con el bacilo son fagocitados por los macréfagos alveolares,
iniciando una serie de mecanismos destinados a su eliminacién.?® Se han descrito
cuatro posibles consecuencias durante el proceso infeccioso, a) la respuesta puede
ser efectiva conduciendo a la muerte y eliminacién del bacilo, el animal jaméas
desarrollara signos de tuberculosis, b) la micobacteria no es eliminada totalmente y
empieza a multiplicarse inmediatamente causando tuberculosis primaria como signo
clinico, c) el sistema inmune puede impedir el crecimiento del bacilo sin causar
eliminacion total, esto puede sospecharse cuando los animales resultan positivos a
la prueba de tuberculina y d) las micobacterias que han estado latentes,

eventualmente vuelven a multiplicarse causando reinfeccién.?%3°

Cuando la actividad microbicida de los macrofagos fracasa en la destruccion de las
micobacterias, estas se replican en su interior ocasionando su destruccion y
provocando quimiotaxis de monocitos hacia esta zona iniciando la formacion del
granuloma o tubérculo, que es considerada la lesién caracteristica de la
tuberculosis.®*? El granuloma se caracteriza por un centro necrético, rodeado de
macrofagos infectados, células epitelioides, células gigantes de tipo langhans, todo

esto a su vez puede estar rodeado por tejido conectivo fibroso y linfocitos.*?

Cuando la lesion localizada en el parénquima pulmonar alcanza cierto tamafo y

existe necrosis,este material necrotico infectado y los bacilos libres o dentro de
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macrofagos son acarreados a otras porciones del pulmdén produciendo nuevos
granulomas, o bien otra forma de diseminacién es por medio de los vasos linfaticos
que tienden a localizarse en los nddulos linfaticos, en donde la micobacteria
encuentra un ambiente adecuado para el crecimiento y el desarrollo de las lesiones

granulomatosas.?®

Las lesiones tuberculosas del ganado comunmente se localizan en los nodulos
linfaticos del toérax, la cabeza y el abdomen, en particular los nédulos linfaticos
mediastinicos, retrofaringeos y traqueobronquiales, se estima que entre el 70% y 90
% de las lesiones se encuentran en los ndédulos linfaticos de la cabeza y los de la
cavidad toracica, sin embargo debido a que la tuberculosis es una enfermedad que
afecta el sistema fagocitico mononuclear, las lesiones pueden ocurrir en

practicamente cualquier regién anatémica del animal.?

2.8 Ventajas y desventajas de las pruebas diagndésticas para la tuberculosis
bovina realizadas en México

En México para efectos de la campafia nacional contra la tuberculosis bovina, el
diagndstico de la enfermedad se lleva a cabo por medio de la prueba de tuberculina,
la inspeccion post mortem, el analisis histopatolégico y bacteriologico en el
laboratorio, de las muestras sospechosas colectadas al momento de la inspeccion
en rastro. Actualmente, existen técnicas como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), prueba de Interferon Gamma (IFN-y|, las cuales se llevan a cabo

en México pero aun no forman parte del diagndstico oficial.>*>*
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2.8.1 Tuberculina

La prueba de la tuberculina es el método estandar o de tamizaje para el diagnéstico
ante mortem de la tuberculosis bovina, la cual esta prescrita como prueba de
referencia por la OIE para el comercio internacional de ganado bovino.* esta prueba
consiste en la obtencién de una respuesta de hopersensibilidad de tipo retardado, a
la aplicacion intradérmica de un derivado proteico purificado (PPD), con la
evaluacion a las 48 6 72 horas posteriores en el sitio de inyeccion, un animal
sensibilizado a los antigenos de M. bovis tendra una inflamacion local alcanzado
esta su mayor intensidad de 48-72 horas, después de la aplicaciéon y disminuye

rapidamente a partir de entonces.>®

La sensibilidad de la prueba de tuberculina se encuentran en el rango 68-95%,
mientras que la especificidad se estima en 96 a 99%.3* Sin embargo la sensibilidad y
especificidad de la prueba se ven afectadas por diversos factores que se muestra en

los cuadros 4,5y 6
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Factores relacionados con el animal, al que se le aplica la prueba
1. Prueba aplicada antes de terminar el periodo de desensibilizacién a la prueba de la tuberculina

(10 a los 45 dias post aplicacidn).

2. Periodo no reactivo (Puede no aparecer hipersensibilidad retardada, durante las primeras 3 a 6
semanas de la infeccion).

3. Infeccidn severa o generalizada con Mycobacterium bovis (anergia).

4. Infeccidn con agentes que deprimen el sistema inmunolégico, ejemplo, la diarrea viral bovina
(BVD).

5. Uso de medicamentos como corticosteroides y medicamentos inmunosupresores.
6. Inmunosupresién durante el post-parto.

7. Estado nutricional deficiente del animal, asi como el estrés del transporte pueden alterar el
resultado de la prueba.

Cuadro 4. Factores que afectan la sensibilidad de las prueba de tuberculina. Adaptado de Domenech RR, et al.
2006.

La sensibilizacion no especifica (reaccion cruzada) a la tuberculina bovina.

1. Reaccién cruzada por la infeccidn o exposicién a otras micobacterias o géneros relacionados.
2. Lavacunacion experimental con M. bovis cepa BCG.

3. Lainfeccién con Nocardia spp.

Cuadro 5. Factores que afectan la especificidad de la prueba de tuberculina. Adaptado de Domenech RR, et al.
2006.
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A) Factores relacionados con el producto

1. Producto caducado
2. Producto almacenado incorrectamente (expuesto a la luz y el calor)

3. Errores en la fabricacidon de la tuberculina.

B) Factores relacionados con la forma de administracion, la lectura de la prueba (errores debido a
la inexperiencia, la falta de atencion, instalaciones inadecuadas, equipo de la prueba en mal
estado, etc)

1. Aplicacion de cantidad y dosis insuficiente de tuberculina.

2. La aplicacién en un lugar incorrecto.
3. Lectura de la prueba antes o después de 72 h + 4-6 h de la aplicacién.
4. Error en la medicion, de las lecturas en piel.

5. Error en la identificacion del animal reactor.

Cuadro 6. Factores que afectan la sensibilidad y especificidad de las prueba de tuberculina. Adaptado de
Domenech RR, et al. 2006.

Aunqgue varios factores pueden reducir la sensibilidad y especificidad de las pruebas
cutaneas, éstas siguen siendo las herramientas de diagnostico ante mortem
principales para la tuberculosis en el ganado, que proporciona un medio rentable y
confiable de la deteccién de poblaciones de ganado bovino.3* En México las pruebas

de tuberculina autorizadas por la Secretaria son:*
a) Prueba en el pliegue caudal simple
b) Prueba cervical doble comparativa

c) Prueba cervical simple.
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2.8.2 Bacteriologia

El cultivo bacteriolégico es el principal método utilizado en México para confirmar la
infeccion por M. bovis, en el laboratorio se realiza el aislamiento del bacilo a partir de
muestras sospechosas a tuberculosis bovina de: tejidos, exudado nasal, leche y

sangre.

El aislamiento bacteriolégico del bacilo tuberculos, sirve para corroborar el
diagnéstico realizado en campo por medio de las pruebas de tuberculina y de las
lesiones sospechosas de tuberculosis detectadas durante la inspeccion, en la

matanza regular de bovinos en los rastros.

El aislamiento y cultivo del Mycobacterium, se realiza a través de la siembra de
material sospechoso en medios especificos como: Middlebrock 7H10, Middlebrock
7H11, Stonebrink con piruvato de sodio, Lowenstein Jensen y la tipificacion es

realizada por medios bioquimicos.*

Los medios con las muestras se incuban durante un minimo de 8 semanas (y
preferentemente durante 10-12 semanas) a 37°C con o sin CO?. Se comprueba si en
las superficies inclinadas hay crecimiento macroscépico a intervalos periodicos
durante el tiempo de incubacion. Cuando hay crecimiento, se preparan y tifien frotis
con Ziehl-Neelsen. El crecimiento de M. bovis en general se da en un plazo de 3-6

semanas de incubacion en funcién de los medios de cultivo utilizados.?*

El cultivo bacteriolégico es considerado el estandar de oro en el diagnostico de la
tuberculosis bovina, sin embargo existe una gran variedad de factores que dificultan

la implementacién de la técnica en los laboratorios;*’
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e Mayor dedicacion del personal por cada muestra examinada

e Entrenamiento en practicas de mayor riesgo bioldgico

e Equipo costoso

e El laboratorio requiere un sistema de direccionamiento y purificacion de aire

e Calidad de la muestra. (en el anexo 1 se mencionan los errores mas

frecuentes en la toma y envié de muestras al laboratorio)

2.8.3 Histopatologia
La manera mas eficaz en la identificacidbn post mortem de animales enfermos, ha
sido con el uso en paralelo del cultivo bacteriol6gico y el examen histopatolégico de

muestras de tejido, con lesiones sugestivas a tuberculosis.

Las muestras utilizadas en el examen histopatolégico son de animales asegurados
en la linea de inspeccién de canales con lesiones sugestivas a tuberculosis, o bien,
de animales positivos a la prueba de la tuberculina, de ellos se recolectan los
nodulos linfaticos: tragueobronquiales, mediastinicos, medial retrofaringeo,
mandibulares, parotideos, hepaticos y mesentéricos. En algunos casos de pulmon,

higado, bazo y rifidn si estos presencia de lesiones.

El diagnéstico histopatologico diferencial de tuberculosis bovina, en lesiones
granulomatosas presentes en nddulos linfaticos y otros 6rganos de bovinos es de
vital importancia, dada la gran cantidad de patégenos bacterianos y parasitarios que

pueden provocar lesiones similares a de M. bovis.3#%
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La tincibn de hematoxilina-eosina es usada en la identificacion de lesiones
compatibles con tuberculosis bovina y para diferenciar con otras entidades

patologicas.

Se realizd la tincibn de Ziehl Neelsen como procedimiento de rutina, para el
diagndstico confirmatorio de bacilos acido-alcohol resistentes en muestras tefiidas
con hematoxilina y de lesiones compatibles con tuberculosis bovina, clasificando los

resultados como:

v' Sugestivo a Tuberculosis: Cuando en el campo microscépico se observa
Gnicamente la lesion tuberculosa caracterizada por, lesidn necrética caseosa
y/o calcificada por mineralizacion, células epitelioides multinucleadas, células

gigantes de tipo Langhans y macrofagos.

v' Compatible a Tuberculosis: Cuando en el campo microscépico se observa la
lesidn caracteristica de tuberculosis e intra o extracelularmente los bacilos

acido-alcohol resistente.

v" Negativa: cuando en el campo microscépico no se observan las lesiones

caracteristicas de tuberculosis, ni bacilos acido alcohol resistentes.?

2.8.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la actualidad existen diferentes protocolos de la técnica de Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para la identificacion de M. bovis en muestras clinicas de
bovinos con el objetivo de realizar un rapido diagnéstico en animales vivos.*>** Sin

embargo, la técnica no ha demostrado ser mejor al cultivo bacteriolégico en términos
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de sensibilidad y especificidad, estas limitaciones probablemente se encuentran
debido al bajo numero de bacilos en muestras clinicas y la presencia de inhibidores
de la PCR en las muestras entre otros, por lo cual es probable que siga siendo de
poca utilidad para la deteccién de M. bovis en muestras clinicas, como: sangre,
orina, heces, secreciones nasales y biopsias de nodulos linfaticos. Sin embargo
debido a su rapido diagnostico, se he utilizado en tejidos fijados con formalina que
son histolégicamente compatible con la infeccidén a tuberculosis bovina, reportando

sensibilidades del 93%, 91% y 71%.%*®

La prueba de PCR se ha establecido en el laboratorio como una técnica util para el
diagnéstico de laboratorio de M. bovis en situaciones donde las muestras tienen
moderada a un gran numero de bacterias y es importante tener un diagndstico
rapido, el cual va de uno o dos dias, en comparacion con semanas que necesita el
cultivo bacteriol6gico.** Sin embargo, la PCR ha demostrado ser menos sensible que
el cultivo bacteriolégico y los intentos de mejorar esta situacion soélo han logrado un

éxito limitado.*

2.8.5 Prueba de Interferon-Gamma (INF-y)

Esta prueba se usa para medir en la sangre, la produccién de Interferon-gamma
(INF-y) como respuesta a la estimulacion in vitro con PPD bovino y aviar, de
animales que han estado en contacto con M. bovis. Estos animales presentan
linfocitos T circulantes, sensibilizados especificamente hacia antigenos de M. bovis,
los cuales secretan IFN-y, este es medido en la muestra de sangre, mediante una

prueba de ELISA de captura utilizando un kit comercial (BOVIGAM®).3446.:47
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La sensibilidad de la prueba se calcula entre 73% y 100%, con un valor medio de
87.6% y especificidad media de 96,6%, con un rango de 85 a 99.6.%° Esta prueba se
utiliza de manera rutinaria en muchos paises, para la deteccion de M. bovis en
ganado bovino, bufalos y cabras.*’ Desafortunadamente presenta algunas ventajas
y desventajas en su uso en comparacion con las pruebas de tuberculina como las

que se mencionan en los cuadros 7 y 8.

1. Su sensibilidad es similar a la prueba en el pliegue caudal simple y mayor que la prueba
cervical doble comparativa.

2. El tiempo necesario para desarrollar una respuesta al ensayo de IFN-y después de la
infeccién es de 1y 5, semanas esto es mas corto que para las pruebas de tuberculina de 3-6
semanas.

3. Permite la repeticion de la prueba sin esperar el tiempo de desensibilizacién.
4. Elimina la necesidad de una segunda visita a al hato para leer la prueba.

5. La interpretacion de la prueba ya no es de manera subjetiva, esta se encuentra
estandarizada por el laboratorio.

6. Se reducen los problemas practicos asociados con las pruebas cutaneas, ejemplo
instalaciones inadecuadas, equipamiento deficiente, errores del operador, la posibilidad de
fraude etc. que pueden contribuir al bajo de deteccidn de animales infectados o reactores.

Cuadro 7. Ventajas précticas de la prueba de IFN-y en comparacidn con las pruebas de tuberculina.
Adaptado de Domenech RR, et al. 2006.
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1. Menor especificidad aparente en comparacion a las pruebas de tuberculina.
2. Los animales jévenes no infectados, son propensos a dar un resultado positivo.

3. Una inadecuada temperatura de la muestras, asi como demasiado tiempo en el
procesamiento pueden reducir significativamente la sensibilidad de la prueba.

4. Su costo es mayor.

5. Requiere un adecuado método de identificacién de los animales, ya que estos no presentan
ninguna marca de reaccién a la prueba.

Cuadro 8. Desventajas practicas de la prueba de IFN-y en comparacion con las pruebas de tuberculina Adaptado
de Domenech RR, et al. 2006.

2.9 Vigilancia epidemioldgica de la tuberculosis bovina

En México la vigilancia epidemiolégica de la enfermedad es llevada a cabo
mediante el andlisis de la informacién, que generan los diferentes sectores
involucrados en la operacion de la campafia nacional contra la tuberculosis bovina,
En este estudio se describira la vigilancia que realizan los inspectores en rastro asi,
como el trabajo de los laboratorios autorizados en diagndéstico de tuberculosis

bovina.?®

2.9.1 Vigilancia en rastros

Los objetivos generales de la inspeccion post mortem son asegurar que la carne
sea inocua, libre de enfermedades, y que no plantea riesgo a la salud publica y salud
animal. Para poder tomar la decision correcta si la carne es apta o no para el para
consumo humano se requerira de una adecuada observacion y evaluacion por parte

del inspector de rastro, asi como tomar en consideracion los resultados de la
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inspeccién ante mortem, y la informacion disponible sobre el historial de las

enfermedades del hato o de la regién de origen de los animales.*

La vigilancia de la tuberculosis bovina en los rastros es realizada por los Médicos
veterinarios encargados de la inspeccidn, quienes son responsables de la toma vy
envié de muestras de tejidos sugestivos a tuberculosis, ademas de la recoleccion de
tejidos procedentes de animales positivos a la prueba de tuberculina, remitiéndose
estas a los laboratorios autorizados para su confirmacion. Este procedimiento
aunado a las pruebas ante mortem, ha sido un componente importante de los
programas de control y erradicacion de la enfermedad en diferentes paises, ya que
representa una fuente sustancial de informacién sobre la presencia, distribucion
geografica, formas clinicas prevalecientes, también es considerado un procedimiento

rentable en vigilala de la enfermedad y (til en zonas donde la prevalencia es baja.>>*
Los objetivos de la vigilancia de tuberculosis bovina en rastro son:

e Detectar nuevos casos de tuberculosis para emprender acciones de
erradicacion de la enfermedad en los hatos de origen (animales de matanza

regular).

e Confirmar la presencia de tuberculosis en animales que han sido clasificados

como reactores o sospechosos a pruebas de tuberculina.

e Valorar la habilidad de la prueba de tuberculina para detectar tuberculosis

(control de calidad)
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e Tomar muestras sugestivas a tuberculosis para enviar al laboratorio y

confirmar la enfermedad.

e Valorar el programa de saneamiento en campo de los hatos bajo seguimiento,
al conocer la distribucion de las lesiones en los animales y las posibles vias

de transmision de la enfermedad dentro del hato.*?

2.9.2 Proceso deinspeccion en los rastros

La inspeccion del ganado, comienza con la inspeccion ante mortem en la cual se
recolecta la informacion de los animales que ingresan al rastro, observando la
conducta en estética y dindmica para detectar animales posiblemente enfermos, en

caso de encontrar alguno, deberan de ser sacrificados al final de la matanza del dia.

Se realiza la revision de documentos (certificado zoosanitario de movilizacién
constancia de tratamiento garrapaticida, dictAimenes de pruebas de tuberculosis y
brucelosis, facturas, flejes, guias de transito y demas documentacion de acuerdo a

ley ganadera de cada estado)

Se clasifican a los animales antes del sacrificio como:

v' Animal reactor_a tuberculosis Bovina: son aquellos animales positivos a

alguna de las pruebas oficiales de Tuberculina y pueden estar marcados en el
masetero izquierdo con la letra “T”, un arete de campafa rojo, o con una

perforacion circular de la oreja izquierda de 2.5 cm de diametro.
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v" Animal expuesto a tuberculosis bovina: son los animales cuyo origen es un

hato confirmado con M. bovis o un hato colindante o relacionado a otro

afectado por M. bovis.

v Animal sospechoso a tuberculosis bovina: son los animales con resultado

sospechoso a la prueba cervical comparativa.

¥ Animales de matanza reqular: animales que llegan diariamente a sacrificio y

de los cuales se desconoce su condicién, respecto a tuberculosis bovina.?®

Se elabora el orden de matanza diaria, el cual consiste en: relacionar los animales
conforme a su ingreso a la sala de matanza (linea) y registrando todos los datos de

identificacion de cada animal.
1. Verificacion de todos los fierros, aretes y marcas en la piel del animal

2. Recoleccion de aretes de acuerdo al ingreso de los animales a la sala de
matanza, mismos que se deben colocar en un tablero de acuerdo al orden de
ingreso y utilizando aretes en blanco o dejando un espacio para aquellos

animales que no presenten alguna identificacion.

3. Se realiza la correlacion de partes, que consiste en identificar con un nimero
cada parte del animal de acuerdo al ingreso a la sala de matanza (nUmero en

linea).>

Para poder realizar la inspeccion post mortem, el inspector utilizara la vestimenta y

equipo adecuado.
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% Vestimenta del inspector:
v" Ropa de trabajo (filipina o bata)
v Botas de hule
v Casco plastico de seguridad
v" Mandil de plastico
v Cofia
v Cubre bocas
v' Guantes
% Equipo:
v" Cuchillo recto y curvo
v' Guante metalico
v' Porta cuchillos
v Gancho de inspeccién
v" Chaira
La técnica de inspeccion post mortem consiste en:

Incidir los nédulos linfaticos en sentido transversal, realizando laminados de 2 mm de

espesor con la finalidad buscar la presencia de granulomas.

Palpacion firme del pulmén, higado y demés 6rganos que puedan estar afectados. >2



Se deberé revisar toda la cadena de nédulos linfaticos empezando por:

Inspeccién de los cuatro pares de nodulos linfaticos de la cabeza

= Dos mandibulares

» Dos retrofaringeos laterales

» Dos retrofaringeos medios

» Dos parotideos

Inspeccion de los nédulos linfaticos de la cavidad toracica y abdominal:

1. Visceras rojas:

= Mediastinico craneal

=  Mediastinico medio

= Mediastinico caudal

» Traquoebronquial izquierdo

» Traqueobronquial derecho

2. Visceras verdes:

»= Hepaticos

= Mesentéricos

28
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Inspeccion de los nédulos linfaticos de la canal

Cervicales superficiales

Subiliacos

Inguinales superficiales (mamario y escrotal)

Popliteos profundos®

El personal a cargo de la inspeccion debe recibir una preparacion especializada que
le permita realizar el diagnéstico macroscoépico de la tuberculosis, se ha reportado
gue un examen cuidadoso de los cuatro pares de nodulos linfaticos de la cabeza, los
nodulos linfaticos del pulmén y mesentéricos resulta en un 95% de posibilidades de
detectar a bovinos con lesiones,*” no obstante, es recomendable que la inspeccion

no se limite a estos 6rganos.

Si es detectada una lesion sugestiva a tuberculosis, esta deberd ser enviada al
laboratorio en el cual se realizara el examen histopatolégico y cultivo bacterioldgico

con la finalidad de confirmar la enfermedad.
» Forma de envi6 de las muestras
1. Requisitos de la muestra para histopatologia:

» La muestra de tejido, debe ser laminada con un grosor de 5-6 mm entre corte

y puede tener un largo de 2-3 cm.

= Colocar la muestra en formol amortiguado neutro al 10%, en una

concentracion de una parte de tejido por diez de formol (1:10).
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La muestra no debera congelarse.
Requisitos de la muestra para bacteriologia.
La muestra no deberéa de estar laminada.

Colocar la muestra en solucion de borato de sodio al 3% en concentracion de

una parte de tejido por una parte de borato de sodio (1:1)*?
Requisitos generales para el envié de muestras al laboratorio:

Las muestras deberan de tener una parte de tejido sano, con una que

contenga la lesion.
Las muestras no debera contener tierra, pelo, heces, tejido adiposo etc.

Meter las muestras en los frascos correspondientes, inmediatamente después

de ser colectados.

Se procede al envio de la muestra tomada del mismo ndodulo linfatico
dividiendo la lesién, la mitad para el examen histopatologico y cultivo

bacteriolégico.

En caso de que el animal fuese reactor a la prueba de tuberculina y en la
necropsia no presenta cambios que sugieran la infeccion del animal, se
deberan enviar al laboratorio nédulos de la cabeza, asi como los nddulos
mediastinicos y mesentéricos,?* a esto se le conoce como “pool” de nédulos y

en el formato de toma y envié de muestra se debera especificar este.
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» Rotular los frascos con los datos de la identificacion del animal, nUmero de
caso del rastro, fecha de sacrificio, especie animal y descripcidén de la muestra

que se envia.
» Realizar el llenado completo del formato de envié de muestra (anexo 2).
= Verificar que los contenedores de las muestras estén bien cerrados

» Enviar las muestras dentro de las primeras 24 horas posteriores a la toma, no
excediendo los 5 dias, esto es con el objetivo de evitar que el borato de sodio

logre degradar las micobacterias que pudieran estar presentes.>

2.9.3 Laboratorios autorizados o aprobados en el diagnéstico de tuberculosis
bovina

Los laboratorios autorizados o aprobados son reconocidos por la SAGARPA, para
llevar a cabo actividades en materia zoosanitaria a las que se refiere la NOM-031-
Z00-1995, Campafia Nacional Contra la Tuberculosis Bovina (Mycobacterium

bovis).?®

En México se cuenta con un total de 16 laboratorios autorizados en el diagndstico de
tuberculosis bovina, en donde son realizadas las prueba de bacteriologia y examen
histopatoloégico en las muestras procedentes de rastro, para el aislamiento e
identificacion de M bovis, asi como de notificar los resultados al propietario y a la

Direccion General de Salud Animal del SENASICA.*®
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2.9.4 Centros de sacrificio
Se entiende como rastro a todo establecimiento dedicado al sacrificio y faenado de

animales para abasto y los cuales se clasifican como:

Rastro Municipal: Es el establecimiento dedicado al sacrificio y faenado de animales

para abasto que es administrado o concesionado por la autoridad municipal.

Rastro Privado: Instalaciones de particulares donde se sacrifican animales;
procesan, envasan, empacan, refrigeran o industrializan bienes de origen animal,
mismos que estan sujetos a regulaciones de la Secretaria de Salud de acuerdo a su

ambito de competencia.

Establecimiento Tipo Inspeccion Federal (TIF): Las instalaciones en donde se
sacrifican animales y/o procesan, envasan, empacan, refrigeran o industrializan
bienes de origen animal y estan sujetos a regulacion de la SAGARPA en
coordinacion con la Secretaria de Salud de acuerdo al &mbito de competencia de

cada Secretaria.

México cuenta con un total de 1,143 centros de sacrificio de diferentes especies
Ccomo son bovinos, porcinos caprinos, ovinos, aves y equinos a nivel nacional de los
cuales, 844 son rastros municipales, 144 rastros Privados y 115 Establecimiento

Tipo Inspeccién Federal (TIF).%

Para sacrificio de bovinos existen un total de 1007 centros de sacrificio de estos 897
son municipales, 58 establecimientos TIF, y 52 rastros privados, los cuales estan

distribuidos en los estados de México como se observa en el cuadro 9.



ESTADO TIF MUNICIPALES | PRIVADOS TOTAL
JALISCO 0 127 4 131
MICHOACAN 1 99 1 101
VERACRUZ 6 60 9 75
SONORA 7 50 0 57
CHIHUAHUA 3 a7 3 53
ZACATECAS 2 42 1 45
MEXICO 1 40 7 48
GUERRERO 1 39 0 40
GUANAJUATO 2 37 2 41
NUEVO LEON 7 35 0 42
YUCATAN 1 30 1 32
CHIAPAS 1 27 1 29
SAN LUIS POTOSI 2 27 0 29
HIDALGO 0 23 2 25
SINALOA 3 21 1 25
TAMAULIPAS 4 18 2 24
COAHUILA 5 16 3 24
DURANGO 2 19 1 22
NAYARIT 0 19 2 21
MORELOS 0 19 0 19
TABASCO 1 16 0 17
CAMPECHE 1 15 0 16
BAJA CALIFORNIA
SUR 0 11 0 11
COLIMA 0 11 0 11
OAXACA 0 10 2 12
PUEBLA 0 10 0 10
QUERETARO 2 8 0 10
AGUASCALIENTES 1 6 3 10
QUINTANA ROO 0 6 1 7
TLAXCALA 0 6 2 8
BAJA CALIFORNIA 5 2 4 11
DISTRITO
FEDERAL 0 ! 0 !
TOTAL 58 897 52 1007

Cuadro 9. Nimero de rastros por estado para el sacrificio de bovinos: TIF, municipales y privados
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Durante el 2012 se sacrificaron 5,881,221 cabezas de ganado bovino, del cual solo
el 32% fue sacrificado en Establecimientos TIF y el 68% en rastros municipales,
privados y casas de matanza,> desafortunadamente la mayoria de estos presentan
ciertas deficiencias en infraestructura ademéas de encontrarse en lugares poco
adecuados y sin cumplir con las normas de higiene necesarias para un buen
funcionamiento.>>>’ Por lo que la eficacia de la inspeccién del ganado bovino en los
rastros, puede verse afectada por el tipo de establecimiento donde son sacrificados

los animales.®

Para cumplir con los requerimientos de validacion de la inspeccion en rastros se ha
establecido como indicador una tasa de envio de granulomas o lesiones sugestivas
a tuberculosis de al menos 1 muestra por cada 2,000 animales adultos (de 2 afios y
mayores) sacrificados.®” En el periodo que comprende de enero a junio del 2013 se

tiene una tasa de envio de granulomas de 1.93.%°

2.9.5 Concordancia entre pruebas de diagnostico
Se entiende como concordancia al acuerdo o reproductibilidad de una medicién, la
cual resulta en obtener el mismo resultado cuando una medicion se realiza en una

misma muestra una o mas ocasiones.*®

El grado de concordancia de una prueba diagnostica se evalla tipicamente
comparando los resultados obtenidos de una prueba, en comparaciéon con los
resultados obtenidos por una prueba de oro o de referencia. Los indices mas
comunes que miden el grado de acuerdo de las pruebas diagnosticas son la

sensibilidad, especificidad y los valores predictivos positivo y negativo. Sin embargo,
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estas medidas se ven afectadas por el hecho de que algunos resultados seran
correctos debido a la casualidad lo que pone en juicio si son bueno indicadores de la

eficacia de una prueba. *°

En este estudio se utilizara la prueba Kappa de Cohen’s la cual es usada como una
herramienta para el andlisis de la calidad de las pruebas diagnésticas. La prueba
proporciona una medida de concordancia entre las clasificaciones binarias dadas por
dos pruebas diferentes, o por una prueba y un estandar de oro. El indice kappa
relaciona el acuerdo que exhiben las pruebas u observadores, mas alla del debido al

azar, con el acuerdo potencial también mas all& del azar.

La estadistica Kappa de Cohen’s proporciona una rango de valores que van desde:
0.00 a -1 que indican un concordancia inadecuada o discordancia, un menor
acuerdo que el esperado por el azar, 0.01 a 0.39 concordancia insuficiente 0.40 a
0.75 concordancia adecuada o buena, 0.76 a 0.99, concordancia excelente y 1
indica una concordancia perfecta. Sin embargo, la ocurrencia de errores inevitables
gue se presenta en el diagndstico usando pruebas y estandares de oro significa que

los valores de kappa cercanos a 1 son poco probable que se logren en la practica. >°

3 JUSTIFICACION

La vigilancia de la tuberculosis bovina en los rastros ha sido un medio importante en
la deteccion de hatos infectados en diferentes paises.* En el periodo 1993 al 2001
se informé6 que entre el 27% y 46% de los nuevos hatos infectados en Irlanda fueron

detectados por la vigilancia en rastros, asi mismo durante el 2008 casi el 16% de los



36

nuevos hatos confirmados a tuberculosis bovina en Gran Bretafia fueron detectados

por este procedimiento.® ®

Con la identificacion de animales sospechosos a tuberculosis en los rastros, se inicia
una investigacion epidemiolégica para identificar la fuente de infeccion de los
animales detectados en el rastro, y en su caso ubicar el hato de origen. Dada la
naturaleza infecciosa de la tuberculosis bovina, es critico poder identificar donde el
animal puedo haber adquirido la infeccién y la ubicacién de los otros animales que
puedan haber estado en contacto con el animal tuberculoso, *° por lo tanto si no es
detectada la infeccibn en los rastros se contribuye a la propagacion de la
enfermedad, lo que conlleva al aumento en pérdidas econdmicas (impacto en la
produccién animal, limitaciones en el comercio local e internacional, impacto social a
nivel de producciones familiares y grandes costos en la gestion de riesgo por parte

de las autoridades sanitarias) y el aumento del riesgo de zoonosis.”

En este estudio se describira, como se ha comportado la vigilancia epidemiologica
de la tuberculosis bovina en los rastros y el diagndstico de las muestras sugestivas a
tuberculosis enviadas a los laboratorios autorizados, con la finalidad de poder
encontrar las debilidades que se han presentado en este procedimiento y proponer

acciones gue contribuyan a su mejora.
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4 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la concordancia de los resultados que se han presentado en el diagndstico
de tuberculosis bovina, en los laboratorios autorizados por la SAGARPA a nivel

nacional en el periodo comprendido de enero del 2009 a diciembre del 2012.

4.1 Objetivos especificos

1. Determinar la concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo
bacteriologico de las lesiones sugestivas a Tuberculosis, recolectadas por los
inspectores de rastro de la matanza regular de bovinos y remitidas a los
laboratorios autorizados a nivel nacional en el diagndstico de tuberculosis
bovina por la SAGARPA del afio 2009 al 2012, mediante el calculo del

coeficiente de Cohen’s Kappa.

2. Se pretende saber si la concordancia entre el examen histopatoldgico y cultivo
bacteriol6gico que han presentado los laboratorios ha sido constante en el

periodo 2009 al 2012

5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Material

Se utilizé la informacion recolectada por la Direccion de Campafas Zoosanitarias
del SENASICA del periodo comprendido de enero del 2009 a diciembre del 2012,
gue han reportado los laboratorios de los estados de Chiapas, Chihuahua, Jalisco,
Monterrey, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, asi como de la region

Lagunera, los cuales se encuentran autorizados en el diagndstico de tuberculosis
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bovina y son los laboratorios que manejan una mayor cantidad de muestras, de los

16 autorizados que existen en el pais.

La informacion analizada se encuentra en una base de datos en formato Microsoft
Excel, los resultados obtenidos del examen histopatologico y cultivo bacteriolégico,
por los diferentes laboratorios autorizados de las muestras procedentes de matanza

regular acumuladas del afio 2009 al 2012 fueron utilizados.

5.2 Anélisis estadistico

5.2.1 Primer objetivo

Para evaluar el acuerdo entre los resultados del examen histopatologico y cultivo
bacteriol6gico de las lesiones sugestivas a tuberculosis, se utilizé el estadistico de
Kappa de Cohen’s.®? Los resultados obtenidos fueron clasificados de acuerdo a la
siguiente escala a) 0.00 a -1 indican una concordancia inadecuada o discordancia
gue es un menor acuerdo que el esperado por el azar, b) 0.01 a 0.39 concordancia
insuficiente c¢) 0.40 a 0.75 concordancia adecuada o buena, d) 0.76 a 0.99

concordancia excelente y e) 1 indica una concordancia perfecta. >°

5.2.2. Segundo objetivo

Se realiz6 una comparacién de los coeficientes de kappa obtenidos mediante la
prueba de homogeneidad de kappas, la cual tiene como hipotesis nula (Hy) que
todos los coeficientes kappa que se comparan son iguales. Para esta prueba se

utilizo una significancia de 0.05.%2

Estas procedimientos fueron analizados en el programa estadistico Statistical

Package for the Social Sciences SPSS © 17.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Primer objetivo.

10,818 muestras procedentes de la matanza regular de bovinos, que resultaron con
lesiones sospechosos a tuberculosis detectadas en rastro, fueron analizadas por
diez laboratorios autorizados para el diagnéstico de tuberculosis bovina en México

del afio 2009 y 2012.

En el afio 2011 hubo un incremento en él envié de muestras a los laboratorios
(gréfico 10) y en los resultados obtenidos, se observa un mayor nimero de muestras
positivas tanto a histopatologia como a bacteriologia, en comparacion con los demas

afos(grafico 11).

TOTAL DE MUESTRAS DE MATANZA REGULAR
RECIBIDAS POR LOS LABORATORIOS
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Gréfico 10. Total de muestras de matanza regular procesadas por los laboratorios autorizados del afio
2009 al 2012.

El laboratorio de Jalisco y el laboratorio de Chihuahua analizaron 2,560 y 2,065

muestras respectivamente siendo los de mayor nimero de muestras trabajadas, el
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laboratorio de la Region Lagunera proceso 329 muestras, siendo el laboratorio con

menor nimero de muestras analizadas (gréfico 12).
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Gréfico 11. Total de muestras positivas a histopatologia y bacteriologia del afio 2009 al 2012.
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Graéfico 12. Total de muestras de matanza regular procesadas por laboratorio del afio 2009 al 2012.
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De 10,818 muestras sugestivas a tuberculosis, el 23.1% resultaron positivas a cultivo
bacteriologico (2499/10818), un 34.6% de las muestras resultaron positivas al
examen histopatologico (3738/10818). Por laboratorio, el mayor porcentaje lo obtuvo
el laboratorio del estado de Jalisco con un 41% de resultados positivos a
bacteriologia (1,054/2,560), el laboratorio del estado de Sonora obtuvo un 5.1%,
siendo el laboratorio con menor porcentaje de muestras positivas a bacteriologia
(41/799) grafico 13. En todos los laboratorios se observa un mayor porcentaje
muestras positivos a histopatologia en comparacion con las positivas a bacteriologia,
sin embargo el laboratorio del estado de Sonora obtuvo un mayor porcentaje de
muestras positivas a bacteriologia (5.1%) y un menor porcentaje de estas positivas a

histopatologia (4.1%).

PORCENTAJE DE MUESTRAS POSITIVAS A
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Gréfico 13. Porcentaje de muestras positivas a histopatologia y bacteriologia por laboratorio del afio
2009 al 2012.
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3,275 muestras fueron positivas a la tincibn de Ziehl-Neelsen y compatibles a
histopatologia, pero el 33% (1,083/3,275) de estas fueron negativas a cultivo

bacteriolégico.

Se calculd la concordancia general mediante la prueba de Cohen’s Kappa con un
intervalo de confianza al 95% que han presentado los diez laboratorios autorizados
en el diagnoéstico de tuberculosis bovina, del afio 2009 al 2012, entre el examen
histopatolégico y cultivo bacterioldgico de lesiones sugestivas a tuberculosis,
resultando en promedio una concordancia adecuada o buena (k= 0.633 con un
intervalo de confianza al 95%= 0.618 — 0.649) de los diez laboratorios,
individualmente el Laboratorio del estado de Monterrey obtuvo un concordancia
inadecuada (k= -0.0046) siendo el que presento un menor acuerdo entre pruebas, el
laboratorio del estado de Chihuahua mostro una concordancia excelente (k= 0.7839)

siendo el que mejor valor de kappa (cuadro 14).
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Cuadro 14

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE KAPPAS OBTENIDAS
DEL ANO 2009 AL 2012 EN LOS LABORATORIOS AUTORIZADOS EN EL
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS BOVINA

Lugar donde selocalizael Valor de Kappa

laboratorio Global IC 95%
Chiapas 0.5848 0.5304 0.6393
Chihuahua 0.7839 0.7539 0.8139
Jalisco 0.5562 0.5273 0.5851
Region Lagunera 0.2396 0.1798 0.2995
Monterrey -0.0046 -0.022 0.0128
Sonora 0.4584 0.3264 0.5904
Tabasco 0.4422 0.3708 0.5141
Tamaulipas 0.2788 0.1123 0.4463
Veracruz 0.6722 0.6329 0.7115
Yucatan 0.3449 0.2468 0.4431
General 0.6338 0.6181 0.6495

Se calcularon los coeficientes de kappa obtenidos del afio 2009 al 2012 entre los
diferentes laboratorios (cuadro 15), estos resultados se muestran en las graficas 16
a la 26, se observa al laboratorio de la Region Lagunera y el laboratorio del estado
de Monterrey obtuvieron un valor bajo de concordancia global (cuadro 14), pero
entre afios este ha ido aumentando (graficas 19 y 21). En la grafica 26 de
concordancia general, se observa un mantenimiento de una buena o adecuada

concordancia entre del afio 2009 al 2012.
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Concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo bacteriologico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Chiapas
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Grafico 18.

Concordancia entre el examen histopatolégico v cultivo bacteriolégico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Jalisco.
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Grafico 17.

Concordancia entre el examen histopatolégico y cultive bacteriolégico del afio
2009 al 2012 del laboratorio del Estado de Chihuahua
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Gréfico 19.

Concordancia entre el examen histopatologico y cultivo bacteriolégico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio de la Region Lagunera de Coahuila y Durango
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Grafico 20. Grafico 21.

Concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo bacterioldgico del afio Concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo bacterioldgico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Sonora 2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Monterrey
1.000] 1.0004
0,500 0,600
0,600 0,600
3 04007 8 oao
o -
" "
X o001 = 0200
@ o
h-] o
5 00007 5 0.000
s ®
> >
§ 02007 © 0200
b= h-)
@ L)
2 04007 = 04007
-0.6004 -0.600
500+ -0.800-
1,000+ 1,000
T T T 1 T T T T
2009 2010 201 2012 2009 2010 2011 2012
Afio Afo
Graéfico 22. Gréfico 23.

Concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo bacteriologico del afio . . . . o .
2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Tabasco. Concordancia entre el examen histopatologico y cultivo bacteriolégico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio del estado de Tamaulipas.
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Grafico 24. Grafico 25.
Concordancia entre el examen histopatolégico y cultivo bacteriologico del afio Concordancia entre el examen histopatoldgico y cultive bacteriolgico del afio
2009 al 2012 del Laboratorio del estdo de Veracruz 2009 al 2012 del Labaratorio del estado de Yucatan
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Graéfico 26. Resultados de los coeficientes de kappa en los laboratorio autorizados en el diagnéstico de
tuberculosis bovina del afio 2009 al 2012.
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6.2 Segundo objetivo

Se realizé una comparacion de los coeficientes de kappa mediante la prueba de
homogeneidad de kappas la cual utiliza el error estdndar asi como una distribucion
de ji cuadrada para contrastar la hipotesis nula que plantea que: todos los
coeficientes kappa que se comparan son iguales. Existe evidencia estadistica
suficiente para decir que los coeficientes de kappa entre afios del laboratorio del
estado de Chiapas, de Jalisco y Tamaulipas se han mantenido constantes con un
95% de confianza (Cuadro 26). También existe evidencia estadistica suficiente para
decir que los coeficientes de kappa entre afios del resto de los laboratorios son

diferentes con un 95% de confianza.



Cuadro 26

RESULTADOS DE CONCORDANCIA MEDIANTE LA PRUEBA DE COHEN'S

KAPPA DEL ANO 2009 AL 2012 EN LOS LABORATORIOS AUTORIZADOS EN
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS BOVINA

48

Lugar donde se
localiza el
laboratorio

Chiapas
Chihuahua
Jalisco

Region Lagunera
Monterrey
Sonora

Tabasco
Tamaulipas
Veracruz
Yucatan

General

2009 2010 2011 2012
Kappa+EE Kappa+EE Kappa+EE Kappa+EE V?Dlor

0.569 + 0.056 0.614 +£0.054 0.559 +0.053 0.6 + 0.06 0.8795
0.844 £0.025 0.79+£0.039 0.71 + 0.031 0.76 £ 0.032 0.0072
0.59+0.031 0.564+0.029 0.57+0.025 0.47+0.036 0.0629

-0.254 + 0.07 0.254 +£0.07 0.647 £0.092 0.794+0.074 0

-0.218 £ 0.123 -0.015+0,009 0.433+0.09 0.662 + 0.087 0
0.641+0.096 0.21+0.186 0.474+0.177 0.201+0.14 0.0322
0.313+0.057 0.549+0.074 0.591+0.069 0.215+0.145 0.0025
* 0.32+0.153 0.122+0.199 0.31+0.119 0.4302
0.763+£0.034 0.61+0.048 0.653+0.036 0.548 +£0.049 0.0063
0.162 £0.116 0.306 £0.147 0.487+0.07 0.162+0.116 0.0272
0.633+0.016 0.629+0.017 0.643+0.014 0.625+0.018 0.8607

* No se observa el resultado ya que en ese afio el laboratorio no obtuvo ningun resultado positivo a bacteriologia

Al laboratorio de Tamaulipas no fue posible calcular el coeficiente de kappa para el

afio 2009, ya no obtuvo ningun resultado positivo a bacteriologia.
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7 DISCUSION

El 23.1% de las muestras resultaron positivas a cultivo bacteriologico (2,499/10,818),
el rango del porcentaje de resultados positivos a cultivo bacteriolégico fue del 41.1%
(1,054/2,560) del laboratorio del estado de Jalisco, que obtuvo el maximo y el
minimo fue de 5.1% (41/799) del laboratorio del estado de Sonora, En México
Valencia et al. 1995 sefala que de un total de 505 muestras analizadas el 49% de
sus muestras fueron positivas a micobacteriosis el resto fue clasificado a otros
diagnésticos diferenciales (actinobaciolosis actinomicosis, granuloma eosinofilico),®
en Tanzania, Cleaveland et al. 2007 reportan que las lesiones sospechosas ha
tuberculosis pueden ser causados por otras micobacterias saprofitas como,
M. terrae, M. avium, M. chelonae, M. gordonae, M. fortuitum, M.
flavescens y M. smegmatis ®* lo que puede ser un factor de confusién en muestras
de bovinos sacrificados con lesiones visibles, por lo que es importante realizar un
diagndstico diferencial por parte del laboratorio. En Brasil un estudio realizado por
Araujo et al. 2005 de un total de 72 muestras reportaron un 23.6% de estas positivas
a cultivo bacteriologico, ellos explican que este resultado puede ser debido a que
algunas muestras pueden tener pocas bacterias viables, el retraso en él envié de
muestras al laboratorio y el uso de conservadores pueden reducir las posibilidades
de un aislamiento.®®* En Ecuador, el 36,34% de las muestras sugestivas a
tuberculosis fueron positivas a cultivo bacterioldgico.®® En Argentina Latini et al. 1997
con un total de 248 muestras reportaron el 83.3% de resultados positivos a

bacteriologia.®’
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El 34.6% de las muestras fueron positivos al examen histopatologico (3,738/10,818),
el rango de resultados positivos a examen histopatologico fue del 61.7% (203/329)
del laboratorio de la Regién Lagunera que obtuvo el maximo, y el minimo fue de
4.1% (33/799) del laboratorio del estado de Sonora. En Argentina Latini et al. 1997
con un total de 248 muestras reportan un 81.8% de confirmacion a examen
histopatolégico. Se ha mostrado que la sensibilidad del examen histopatologico
puede verse afectada por la técnica utilizada y el nimero de ldminas examinadas,

asi como la forma de toma, envié y conservacién de la muestra.®’

E laboratorio del estado de Sonora obtuvo un mayor porcentaje de positivos a cultivo
bacteriol6gico, en comparacién con los positivos a examen histopatoldgico, este
resultado pudo haber sido por una incorrecta toma de las muestras 6 una
inadecuada conservacion de las muestras, que son remitidas a este laboratorio para

diagnostico histopatoldogico.

Se obtuvo un coeficiente de Kappa en promedio de 0.633, el cual resulta en una
concordancia adecuada o buena, este valor es mayor en comparacion con lo
reportado por Pérez et al. 2011 en Ecuador, quienes obtuvieron una concordancia
moderada entre el examen histopatoldégico y cultivo bacteriolégico, con un
coeficiente de kappa de 0.49%° en Argentina Latini et al. 1997 se obtuvo
concordancia moderada con un coeficiente de kappa 0.48%". Sin embargo
individualmente, el valor de kappa es muy variado, ya que se obtuvo un rango de
k=-0.0046 en el laboratorio de Monterrey a K=0.8139 en el laboratorio de

Chihuahua, por lo que se recomienda realizar un monitoreo a los laboratorios que
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tienen una concordancia baja y tratar de identificar cual es la causa de este

resultado.

Se deben realizar estudios que involucren un mayor numero de factores que puedan
afectar el correcto diagnéstico de las muestras con la finalidad de detectar cuéles

son los factores que provocaron una baja concordancia en algunos laboratorios.

El resultado obtenido de la prueba homogeneidad de kappas con un 95% de
confianza nos indica que en el Laboratorio del estado de Chiapas, de Chihuahua y
Tamaulipas han sido constantes en la correcta clasificacion de muestras del afio

2009 al 2012.

8 CONCLUSIONES

e La vigilancia de la tuberculosis bovina en los rastros es un medio importante

en la deteccion de nuevos hatos infectados por mycobacterium bovis.

e La concordancia entre el examen histopatologico y cultivo bacteriol6gico de
lesiones sugestivas a tuberculosis encontradas en rastro y procesadas en los
diez laboratorios autorizados por la SAGARPA en el diagnostico de

tuberculosis bovina, es adecuada o buena k= 0.633.

e Los coeficientes de kappa de los laboratorios del estado de: Chiapas, de

Jalisco y Tamaulipas se han mantenido constantes del afio 2009 al 2012.
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Es necesario difundir con mayor énfasis el procedimiento correcto de la toma,
conservacion, envio y procesamiento de muestras para optimizar los
resultados bacteriologicos e histopatoldgicos, con la finalidad de obtener los
beneficios de esta labor, no solo en el conocimiento de la tuberculosis sino de

otras patologias.

Se recomiendan realizar estudios que involucren un mayor numero de
factores que puedan afectar el correcto diagnéstico de las muestras, con la
finalidad de detectar cuales son los factores que han provocado una baja

concordancia en algunos laboratorios.

Se recomienda repetir el estudio peridodicamente con el objetivo de comparar

los resultados.
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ANEXO 1

Cantidad excesiva de la muestras, muestras con demasiada grasa en los frascos,
esto no permite la adecuada fijacion del formol ni el efecto bactericida del borato de
sodio.

Muestras muy pequefias o finamente laminadas, el borato de sodio destruye las
micobacterias.

Muestra insuficiente, pequefia y que no se observa la lesion.

No enviar tejido aparentemente sano de la muestra.

Enviar las muestras sin lesiones y sin describirlas.

Describir lesiones que no aparecen en las muestras.

Muestras verdosas con gases y maceracion de los tejidos.

Muestras con fragmentos de huesos, que provocan contaminaciones.

Muestras lavadas en el rastro, esto favorece la contaminacion.

Muestras colocadas en borato de sodio con mas de dos semanas de haber sido
tomada, provoca muerte de las micobacterias.

Frascos sin identificacion.

Frascos sin asegurar (derrames del liquido).
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ANEXO 2

FORMATO DE TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS AL LABORATORIO
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