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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar pruebas diagndsticas (PPD, sELISA-
IFN-g, y PPD + sELISA-IFN-g) para la identificacion de tuberculosis bovina (Mycobacterium
bovis) en la provincia del Carchi. Para lo cual se realizd el diagndstico de 180 bovinos
mediante el siguiente esquema: toma de muestra sanguinea previo la inoculaciéon del
PPD bovino para evaluar sELISA-IFN-g, PPD bovino, y a las 72 horas en la lectura final,
toma de muestra de sangre para evaluar nuevamente sELISA-IFN-g. Las muestras de
sangre se tomaron en un tuvo estéril que contenia heparina. El andlisis de resultados
permitid obtener la siguiente informacion: 4 muestras fueron positivas a sELISA-IFN-g y
PPD+ sELISA-IFN-g, pero negativas a PPD, 23 muestras dieron positivo a PPD+ sELISA-IFN-g,
pero, negativas a PPD y sELISA-IFN-g, 8 muestras dieron positivo a sELISA-IFN-g, pero,
negatfivo a PPD y PPD+ sELISA y por Ultimo 145 muestras fueron negativas a las 3 pruebas.
En el andlisis de concordancia Kappa no se observa concordancia (0,000) entre el PPD
y el SELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g, mientras que para el caso del sELISA-IFN-g y PPD+
SELISA-IFN-g se observa una infima concordancia (0,120 a 0,124). En el andlisis de
sensibilidad de las pruebas diagnodsticos para el sELISA y PPD+ sELISA-IFN-g, con PPD
como Gold standard, y para el PPD con sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g como Gold
standard respectivamente, se observa una sensibilidad de 0 %. La mayor sensibilidad se
obtuvo con el PPD+ sELISA-IFN-g (33 %). El andlisis de especificidad observado en las tres
pruebas fue de entre 85 % a 100 %. La prueba de PPD fue la mds econdmica con $1,85
USD por animal, y un tiempo de ejecucion de 4 horas, con la lectura inicial y final a 72
horas; para sELISA-IFN-g el costo fue de $11,00 USD por animal, y un tiempo de 18 horas,
mientras que la combinacién PPD + sELISA-IFN-g, tuvo un costo de $12,85 USD por animal
y un tiempo de 22 horas.

Palabras Claves: tuberculosis bovina, hipersensibilidad, PPD bovino, ELISA interferon
gama.
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ABSTRACT

This present study aimed to evaluate diagnostic tests (PPD, sELISA-IFN-y, and PPD + SELISA-
IFN-y) for the identification of bovine tuberculosis (Mycobacterium bovis) in the province
of Carchi. For this purpose, 180 cattle were diagnosed using the following scheme: blood
sampling prior to the inoculation of bovine PPD to evaluate sELISA-IFN-y, application of
bovine PPD, and, at the final reading after 72 hours, a second blood sample was taken
to reassess sELISA-IFN-y. Blood samples were collected in sterile tubes containing heparin.
The analysis of results yielded the following information: 4 samples were positive for sELISA-
IFN-y and PPD + sELISA-IFN-y but negative for PPD; 23 samples were positive for PPD +
SELISA-IFN-y but negative for PPD and sELISA-IFN-y; 8 samples were positive for sELISA-IFN-
y but negative for PPD and PPD + sELISA-IFN-y; and finally, 145 samples were negative for
all three tests. In the Kappa agreement analysis, no agreement (0.000) was observed
between PPD and sELISA-IFN-y and PPD + sELISA-IFN-y, whereas for sELISA-IFN-y and PPD
+ SELISA-IFN-y a very slight agreement (0.120 to 0.124) was observed. In the sensitivity
analysis of the diagnostic tests, using PPD as the gold standard for sELISA-IFN-y and PPD +
SELISA-IFN-y, and using sELISA-IFN-y and PPD + sELISA-IFN-y as the gold standard for PPD, a
sensitivity of 0% was observed. The highest sensitivity was obtained with PPD + SELISA-IFN-
Y (33%). The specificity analysis observed for the three tests ranged between 85% and
100%. The PPD test was the most economical, costing USD 1.85 per animal and requiring
an execution time of 4 hours, with the initial application and final reading at 72 hours; for
SELISA-IFN-y the cost was USD 11.00 per animal with a processing time of 18 hours, while
the combined PPD + sELISA-IFN-y test had a cost of USD 12.85 per animal and a processing
time of 22 hours.

Keywords: bovine tuberculosis, hypersensitivity, bovine PPD, interferon-gamma ELISA.
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INTRODUCCION

La tuberculosis bovina es una enfermedad bacteriana considerada infecciosa,
zoondtica, la cual afecta a la mayoria de los animales mamiferos terrestres
principalmente a los bovinos y al humano. Es causada por miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis, generalmente M. bovis. Dentro de este complejo, las
variantes mds importantes incluyen M. bovis, M. avium, M. caprae y M. tuberculosis
(CFSPH, 2010).

Enfermedad la cual genera en la ganaderia un gran impacto no solo a los mayores
productores, sino también a los pequenos, los sinftomas conocidos para saber la
presencia de TB son tos constante, disminucion de peso, fiebre, debilidad, lo que genera
disminucidn en la produccién, mientras que un signo clinico caracteristico son los ndédulos
llamados “tubérculos”, que se forman en los ganglios linfdticos y otros tejidos de los
animales y humanos afectados. La presencia de TB a nivel mundial es del 13,12 %; en el
Ecuador se conoce que su prevalencia va entre el 2,5 % al 5,1 % y en la provincia del

Carchi la prevalencia es del 1,2 %.

El estudio de la evaluacion de las pruebas diagndsticas nos permite conocer la
capacidad de cada una para poder identificar de manera precisa a los animales
verdaderamente afectados, evitando falsos negativos y falsos positivos. Dentro de las
pruebas diagnodsticas a usar estd el método mdas comun ha venido siendo la prueba
cutdneaintradérmica, en la cual se realiza la medicion del pliegue ano caudal antes de
la aplicaciéon de la tuberculina y 72 horas después de la aplicacion de la misma, otfro
método de diagndstico considerado complementario es la prueba de sELISA-IFN-g,
realizando la activacion de interferon gamma, una citosina secretada por células Ty
células NK quien participa de manera activa en las fases de la respuesta inmunitaria, la
participacion del interferon gamma se ha identificado como un marcador para las
enfermedades infecciosas, a la vez, la combinacion de ambas pruebas PPD+ sELISA-IFN-
g es un método en paralelo, el cual permite la deteccion de animales infectados en un

mayor numero, antes de convertirse en una fuente de infeccién (OMSA, 2018).
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En la provincia del Carchi, esimportante saber cudles son los porcentajes de sensibilidad
y especificidad de mencionadas pruebas con la finalidad de ser precisos en la
deteccidn de tuberculosis bovina, permitiendo saber cudl prueba es mds conveniente a
utilizar. Los objetivos planteados permitirdn comprender de mejor manera el desempeno
de cada una de las pruebas, ademds para poder evaluar la precision a la hora de la
deteccion de dicha enfermedad mediante el indice kappa el cual indicard la

concordancia entre dichas pruebas y, por ende, el andlisis econdmico de cada una.
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I. EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis bovina es una enfermedad que preocupa a nivel mundial porque afecta
no solo a la ganaderia, sino que también representa un riesgo para la salud de las
personas, ya que puede contagiarse de los animales a los humanos. En el ganado, los
animales enfermos pueden presentar sinfomas como debilidad, pérdida de peso, tos

persistente y la aparicidon de nddulos en ganglios linfaticos (Cortez, 2023).

A escala global, esta enfermedad genera grandes pérdidas econdmicas para los
productores, ya que reduce significativamente la producciéon de leche un 10 % y de
carne un 20 %, y ademds afecta la capacidad de reproduccion de los animales en un 5
%. Un agravante es que la tuberculosis bovina es dificil de identificar a simple vista porque
sus sinfomas pueden confundirse con otras enfermedades, y no existe un tratamiento
para curarla. Por esta razén, la medida de control mds utilizada es el sacrificio de los

animales infectados para evitar que siga propagando la enfermedad (Pérez, 2022).

Para controlar la tuberculosis bovina de manera efectiva, es esencial entender cémo se
comporta y se propaga. Sin embargo, en muchas zonas fronterizas y locales, falta de
informacion actualizada sobre la enfermedad, dificulta la aplicacidon de medidas de

control adecuadas (Acosta, 2021)

Los estudios realizados en la provincia del Carchi reportan una prevalencia general de
tuberculosis bovina del 1,20 % en el ganado. Al analizar la situacion por cantones, la
investigacion de Orbe (2019) identificd que en Tulcdn la prevalencia fue del 1,05 %,
mientras que en Mira fue del 0,93 %. Sin embargo, datos mas recientes de Acosta et al.
(2022) muestran un aumento preocupante en Huaca, donde la prevalencia para el 2020

alcanzod el 2,24 %.

La tuberculosis bovina (TB) representa un desafio sanitario en la provincia del Carchi,
para su control, es fundamental conocer las pruebas diagndsticas precisas; sin embargo,
las metodologias disponibles presentan algunas limitaciones que complican la

deteccion efectiva de la enfermedad.
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La prueba intradérmica con tuberculina (PPD), considerada el estdndar de oro y el
método de rutina, adolece de problemas de precision, su principal limitante reside en
la variabilidad de su sensibilidad y especificidad, o que se traduce directamente en la
ocurrencia de resultados falsos negativos y falsos positivos. Los falsos negativos permiten
que animales infectados permanezcan en los hatos como fuentes de infeccién no
detectadas, mientras que los falsos positivos conducen al sacrificio innecesario de
animales sanos, generando importantes pérdidas econdmicas y desconfianza entre los
productores (OMSA, 2022).

Por otfro lado, se encuentra la prueba sELISA-IFN-g (ELISA para IFN-y), la cual, detecta la
respuesta celular mediada por la liberacién de interferéon-gamma (IFN-y), aungque esta
prueba puede ofrecer ventajas tedricas, su aplicacion en campo enfrenta obstaculos.
La logistica requerida (manejo de muestras de sangre en un tiempo muy reducido y
condiciones especificas de laboratorio) es compleja y costosa, lo que limita

severamente su uso prdctico en la provincia (OMSA, 2022).

Frente a estas limitaciones, surge la estrategia de combinar pruebas, por ejemplo,
utilizando la PPD como prueba inicial seguida del sELISA-IFN-g como prueba
confirmatoria (PPD + SELISA-IFN-g). Si bien esta aproximacion busca maximizar las
ventajas de cada método, introduce nuevas problemdticas. La implementacion de un
protocolo doble incrementa significativamente los costos y la complejidad operativa del
programa de control. Ademds, no existe consenso sobre la eficacia real de este
esquema en diferentes contextos epidemioldgicos, y su éxito depende criticamente de

que el desempeno de cada prueba individual sea éptimo (Londono, 2021).

Inclusive, la falta de datos locales y actualizados sobre el desempeno real de estas
pruebas, tanto individuales como combinadas, en la provincia del Carchi, sin conocer
con certeza cudl es el porcentaje de sensibilidad y especificidad de la PPD, del sELISA-
IFN-g o de la estrategia secuencial PPD+ sELISA-IFN-g impide que los ganaderos y las
autoridades tomen decisiones éptimas, basadas en evidencia, para priorizar recursos y
seleccionar la estrategia diagndstica mds adecuada que permita un control eficaz de
la TB.

16



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Los porcentajes de sensibilidad y especificidad de pruebas PPD, sELISA-IFN-g, PPD+
SELISA-IFN-g para el diagndstico de tuberculosis bovina influyen de manera significativa

en el diagndstico preciso de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis).

1.3. JUSTIFICACION

En la provincia del Carchi, la necesidad de evaluar la sensibilidad y especificidad de las
pruebas para el diagndstico de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) es
importante para diagnosticar de manera precisa la presencia de laTB y, por ende, para

su correcto control.

Los porcentajes de sensibilidad y especificidad de las pruebas son factores criticos que
influyen directamente en la efectividad del diagndstico y el control de la tuberculosis
bovina (Conteddu et al., 2024).

El conocer sobre la sensibilidad y especificidad de una prueba diagndstica es de suma
importancia para conocer su confiabilidad, la ventaja que una prueba presente un
porcentaje alto de sensibilidad es importante para reducir los falsos negativos y poder
tener por seguro la deteccidon de animales positivos a la enfermedad, es una razén
esencial con la que se evita que los animales que se encuentran aparentemente sanos
se conviertan en una fuente de infeccion tanto para los demds animales como para las
personas, ademds un porcentaje alto de especificidad es importante para reducir los

falsos positivos, esto para evitar el sacrificio de animales sanos (CRESA, 2015).

Tanto la comparacién de pruebas individuales: PPD, sELISA-IFN-g y la combinacién de
PPD+ sELISA-IFN-g tfiene el potencial de transformar las estrategias de control de la
tuberculosis bovina, mejorando la deteccion de mayor nUmero de animales infectados
antes de que se conviertan una fuente de infeccion para los demds animales ayudando
asi a la disminucion de falsos positivos y falsos negativos. Al proporcionar resultados mads
precisos, l1os ganaderos podrdn tomar decisiones informadas sobre el manejo de su
ganado, pero, no solo beneficiard a los productores en términos de productividad y
acceso a mercados, sino que también tendrd un efecto positivo en la salud publica al

reducir el riesgo de fransmision (Proano et al., 2009).
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Por estas razones, la evaluacion de las pruebas diagndsticas PPD, sELISA-IFN-g -IFN-g y
PPD+ SELISA-IFN-g se podrd determinar tanto los porcentajes de sensibilidad vy
especificidad para ver cudl es la prueba que mayor indice que confiabilidad nos brinda

para la deteccidn de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis).
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

Evaluar pruebas diagndsticas para la identificacion  de tuberculosis  bovina

(Mycobacterium bovis) en la provincia del Carchi.
1.4.2. Objetivos Especificos

o Determinar los porcentajes de sensibilidad y especificidad de las pruebas (PPD,
SELISA-IFN-g, PPD+ SELISA-IFN-g) para el diagndstico de tuberculosis bovina
(Mycobacterium bovis).

o Establecer la concordancia entre las pruebas PPD, sELISA-IFN-g, PPD+ sELISA-IFN-g
mediante la prueba Kappa para el diagndstico de tuberculosis bovina (Mycobacterium
bovis).

. Determinar el andlisis econédmico de las pruebas diagndsticas en estudio (PPD,
SELISA-IFN-g, PPD+ sELISA-IFN-g).

1.4.3. Preguntas de Investigacion

. 3Cudles son los porcentajes de sensibilidad y especificidad de las pruebas (PPD,
SELISA-IFN-g, PPD+ SELISA-IFN-g) para el diagndstico de tfuberculosis bovina
(Mycobacterium bovis) en la provincia del Carchi?2

o sExiste concordancia entre pruebas (PPD, SELISA-IFN-g, PPD + SELISA-IFN-g)
mediante la prueba Kappa para el diagndstico de tuberculosis bovina (Mycobacterium
bovis) en la provincia del Carchi?

. sCudl es el andlisis econdmico de las pruebas diagndsticas en estudio para el

diagndstico de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) en la provincia del Carchi?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Kimm (2022), en su investigacion denominada: “Evaluacion de discrepancias entre
SELISA-IFN-g y PPD en la deteccidn de tuberculosis bovina en rebanos con estatus
sanitario incierto” cuyo objetivo fue evaluar las diferencias en positividad entre sELISA-
IFN-g y PPD en bovinos con exposicion ambiental variable en Corea del Sur.  Obtuvo
como resultados que el sELISA-IFN-g identifica 12 casos positivos que fueron negativos a
PPD, con discrepancias atribuidas al estatus sanitario desconocido de los animales que
causa variabilidad en respuestas inmunes, contrastando con discrepancias similares en
estudios previos, donde en rebanos con monitoreo sanitario incierto, el sELISA-IFN-g
detecta respuestas humorales con interferencias cruzadas minimas, mientras que la PPD
mide hipersensibilidad tardia con factores como edad avanzada y estrés ambiental que
suprimen la inmunidad mediada por células generando falsos negativos en pruebas
celulares, contribuyeron a la falta de acuerdo, por el estatus sanitario no verificado de
los animales, por lo que se mantiene a las pruebas cutdneas como Gold standard,
explicando las discrepancias observadas, sugiriendo que en contextos con historial

sanitario incierto se requiere un enfoque combinado para mayor precision.

Rodriguez (2023), en su estudio denominado: “Efecto de refuerzo en la combinacién de
PPD y sELISA-IFN-g para diagndstico de TB bovina” cuyo objetivo fue analizar el aumento
de positividad post-refuerzo en la mezcla de PPD + sELISA-IFN-g en bovinos lecheros en
Espana. Obtuvo como resultados que la positividad aumenta a 84 casos post-refuerzo
de 111 animales positivos a la mezcla PPD + SELISA-IFN-g, en donde este test de
combinacion fue realizado por un experto en el drea, quien dedujo que la distorsion de
los resultados en cada prueba se deben al estatus sanitario desconocido que oculta
respuestas humorales, contrastando con discrepancias similares en estudios previos,

donde en rebanos con monitoreo sanitario incierto, la combinacién mejora la deteccién
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al potenciar respuestas inmunes, mientras que las pruebas individuales de
hipersensibilidad PPD vy seroldgica sELISA-IFN-g resultaron tener varios imprevistos, en el
caso de la aplicacion del PPD hubo inconvenientes por no realizar una buena aplicacion
de la tuberculina, y para sELISA-IFN-g al momento de la toma de muestras no se
recolectd la sangre suficiente lo que hizo complicado el andlisis de laboratorio, y factores
similares como variaciones en el timing de muestreo, manejo de rebanos y exposicion
ambiental, amplificado por el estatus sanitario no verificado de los animales, se sugiere
que se haga uso de la combinacion ya que muestra superioridad para evitar falsos

negativos.

Morales (2019), en su investigacion denominada: *Andilisis comparativo de sELISA-IFN-g y
pruebas infradérmicas en bovinos de Puerto Rico para TB” cuyo objetivo fue examinar la
positividad en sELISA-IFN-g versus pruebas intradérmicas con tuberculina vy su
combinacién en bovinos de Puerto Rico. Obtuvo como resultados que un total de 18
muestras se arrojan positivos en sELISA-IFN-g en un total de 32 bovinos, mientras que para
la prueba intfradémica y la combinacion de ambas arrojan resulfados negativos, y
califica a que estos resultados se pueden ver influenciados por el estatus sanitario
desconocido que permite sensibilizacidén no especifica, contrastando con estudios
previos, donde en rebanos con monitoreo sanitario incierto, el sELISA-IFN-g detecta
respuestas serologicas minimas con interferencias cruzadas, mientras que la prueba PPD
mide la hipersensibilidad con ruido ambiental alto, y factores similares como errores en
conservacion de muestras y contaminacion ambiental elevan la densidad éptica sin
infeccion real, por lo que el sELISA-IFN-g muestra limitaciones, explicando los resultados

negativos en combinaciones.

Herndndez (2021), en su andlisis denominado: “Tasas de negatividad en pruebas
diagndsticas para TB en rebanos extensivos” cuyo objetivo fue evaluar las tasas altas de
negatividad en pruebas combinadas para TB en bovinos en México. Obtuvo como
resultados que un total de 178 mantienen tasas altas de negatividad atribuidas al estatus
sanitario desconocido que subestima prevalencia real, analizando con estudios
anteriores, donde se presenta el status sanitario desconocido las pruebas subestiman
infecciones latentes debido a respuestas inmunes suprimidas, mientras que factores

como protocolos de saneamiento previos reducen la deteccion haciendo ver
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disminuida la exposicion patégena y la variabilidad en manejo de rebanos que
mantienen respuestas inmunes minimas, contribuyeron a las altas negatividades, por lo
gue se cuestiona la sensibilidad de pruebas individuales, explicando la subestimacién de
prevalencia, sugiriendo que en contextos con historial sanitario incierto se implementen

protocolos de seguimiento.

Jimenez (2023), en su estudio denominado: “Andlisis de concordancia entre pruebas
diagndsticas para tuberculosis bovina en rebanos mixtos” cuyo objetivo fue evaluar el
acuerdo Kappa entre PPD y sSELISA-IFN-g en bovinos con exposicion ambiental variable
en Lima, Perd. Obtuvo como resultados que reportan un kappa de 0,062 entre PPD y
SELISA-IFN-g con acuerdo bajo, debido al monitoreo sanitario incierto que causa
desacuerdos por respuestas inmunes variables. El sELISA-IFN-g detecta respuestas
serologicas con interferencias cruzadas, mientras que la PPD mide hipersensibilidad
tardia con ruido ambiental alto, y factores similares como el mal manejo de la
tuberculina y la poca canfidad de sangre obtenida en la toma de muestras
contribuyeron a la falta de acuerdo, amplificado por el estatus sanitario no verificado
de los animales, por lo que se mantiene a las pruebas celulares como Gold standard,

explicando los valores bajos.

Ortega (2021), en su andlisis denominado: *Concordancia Kappa entre PPD y sELISA-IFN-
g en bovinos con exposicion variable” cuyo objetivo fue medir el acuerdo Kappa entre
PPD vy sELISA-IFN-g en bovinos lecheros en Argentina utilizando métodos estadisticos
avanzados. Obtuvo como resultados un  entre PPD vy sELISA-IFN-g indicando acuerdo
minimo, con valores cercanos a 0,120 atribuidos al estatus sanitario desconocido que
genera variaciones en timing de respuestas, como en estudios previos donde en rebanos
con monitoreo sanitario incierto, el Kappa bajo refleja interferencias en respuestas
inmunes, mientras que se usan métodos estadisticos avanzados que no necesitan una
prueba perfecta de referencia, y factores como falta de animales verdaderos positivos
y exposicion ambiental que reducen acuerdo secuencial, por lo que el Kappa minimo

resalta limitaciones en ambas pruebas, explicando las variaciones observadas.

Mendoza (2020), en su investigacion denominada: “Sensibilidad de sELISA-IFN-g post-
refuerzo en bovinos posiblemente infectados con TB” cuyo objetivo fue comparar la

sensibilidad de sELISA-IFN-g en bovinos de rebanos en Chile, manteniendo PPD como
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Gold standard. Obtuvo como resultados que la sensibilidad es de 31,2 % en SELISA-IFN-g
en 135 bovinos, con valores cercanos a 33 % atribuidos al estatus sanitario desconocido
que limita deteccion inicial pero mejora con boost contrastando con discrepancias
similares en estudios previos, en este caso el refuerzo optimiza respuestas inmunes,
mientras que se mantiene sELISA-IFN-g como Gold standard, y factores similares como
variabilidad en edad y coinfecciones que afectarian sinergia de refuerzo, contribuyeron
a la mejora limitada, por lo que la sensibilidad baja inicial resalta la necesidad de
refuerzo, explicando los valores cercanos, sugiriendo que en contextos con historial

sanitario incierto se integre el boost para elevar la deteccioén.

Soto (2019) en su estudio denominado: “Especificidad de sELISA-IFN-g en bovinos
lecheros con manejo variable” cuyo objetivo fue determinar las especificidades de
SELISA-IFN-g en bovinos lecheros en Colombia. Obtuvo como resultados que obtienen
especificidades de 95,4 % para sELISA-IFN-g en 400 bovinos lecheros, con rangos
cercanos a 85-100% atribuidos al estatus sanitario desconocido que influye en
minimizacion de falsos positivos, contrastando con estudios previos, donde en rebanos
con monitoreo sanitario incierto, la alta especificidad reduce errores, y factores como
protocolos de manejo y exposicion ambiental que mantienen umbrales estrictos,
contribuyeron a la alta especificidad, por lo que el rango amplio resalta en contextos
inciertos, explicando la minimizacion de falsos positivos, sugiriendo que en contextos

similares se priorice sELISA-IFN-g para confirmacion.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina una enfermedad crénica causada por la bacteria de
Mycobacterium tuberculosis, de manera primordial por Mycobacterium bovis, afecta
principalmente a los bovinos, ademds de afectar a otros animales incluidos a la fauna
silvestre, ademds, es zoondtica, afectando asi la salud de veterinarios, carniceros,
agricultores. Es una enfermedad que se encuentra en la lista de la Organizacion Mundial

de Sanidad Animal la cual debe es de notificacion obligatoria (OMSA, 2022).

Tuberculosis es el nombre que viene de la presencia de ndédulos que se denominan

tubérculos, los cuales se desarrollan en los ganglios linfaticos ya sea de animales o
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personas que se han infectado, se conoce que no hay vacuna para esta enfermedad,
por ende, para realizar el control de la tuberculosis se basa en la realizacidén de pruebas
de deteccion, plan de bioseguridad y por Ultimo el sacrificio de los animales positivos
(Orddénez, 2021).

2.2.2. Clasificacion taxondmica

Mycobacterium bovis forma parte del género Mycobacterium ya que hay la existencia
de algunas especies diferentes, por esto se dividid en 2 grupos con son Mycobacterium
fuberculosis y micobacterias atfipicas las cuales no son patdgenas y habitan en aguas
contaminadas siendo causantes de infecciones, pero se distinguen por no transmitirse

entre personas.

Tabla 1. Taxonomia Mycobacterium

Taxonomia

Reino Bacteria

Filum Actinobacteria

Clase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium
Especie M. bovis

Fuente: (Tomsom, 2022)

2.2.3. Transmision y propagacion

Al ser una enfermedad contagiosa, se transmite con facilidad de manera directa al
contacto enfre animales infectados y a la vez de manera indirecta al ingerir material
contaminado. En los rebanos bovinos el medio de infeccidén mds popular es al momento
de la inhalacidon de gotas o aerosoles respiratorios de animales enfermos las cuales se
expulsan por medio de la tos, pero no solo esto, otra via de infeccion frecuente es
cuando el ternero consume calostro, leche de la madre con tuberculosis, y otra via, poco
frecuente es cuando animales sanos tienen contacto de manera directa ya sea con

heces, orina, semen de animales infectados (Benitez, 2021).

En el caso de las personas son propensas a contraer la enfermedad ya sea por tener
contacto de manera directa con las mucosas de animales infectados, ademds el
consumir leche no pasteurizada, carne contaminada o no cocida completamente de
animales infectados, también se influye la infeccion al tener contacto directo con los

tejidos infectados, ante todo, esto se debe tener en claro que un animal una vez
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infectado es capaz de desplegar la bacteria en todo el rebano antes de que aparezcan

los signos clinicos (Brouwn, 2020).
2.2.4. Signos clinicos

La progresion de la tuberculosis es variable, esto quiere decir que en algunos animales
se pueden ver afectados de manera grave a pocos meses una vez contraido la
enfermedad, pero también hay animales que desarrollan signos clinicos después de
varios anos, sin olvidar que esta bacteria en el hospedador puede estar presente durante
un largo tiempo sin producir enfermedad. Una vez entendido esto se consideran
comunes los signos clinicos como son: pérdida de apetito y por ende pérdida de peso,
debilidad, fiere cambiante, diarrea, tos seca, neumonia leve y ganglios inflamados y
grandes (Castillo, 2021).

2.2.5. Diagndstico

Al saber que los signos clinicos para la deteccidén de la tuberculosis bovina no son
especificos y por ende se torna complicado dar un diagndstico de manera definitiva si
se basa solamente en la observacion. Un diagndstico es de suma importancia para
poder tener control de la enfermedad, es el acto en donde se determina la enfermedad
por medio de un examen, el proceso de diagndstico se basa en 2 etapas en donde
primeramente se realiza una hipdtesis de la posible enfermedad para posteriormente
confirmarla con respecto a la sinfomatologia y la validacion con los métodos

diagndsticos (Benitez, 2021).
2.2.6 Pruebas diagndsticas
2.2.6.1 Prueba intradérmica de la tuberculina

Es conocida por ser uno el método comunmente usado para diagnosticar tuberculosis
en animales, la cual consiste en la aplicacion de 0,1 ml de tuberculina (derivado proteico
purificado de M. bovis) PPD de manera intfradérmica y posteriormente se realiza la
medicion del grosor del pliegue en el lugar donde se aplicd la inyeccidén 72 horas
después con la finalidad de que sea posible encontrar algun tipo de hinchazdn en aquel
sitio el cual se constituye como un signo asociado a la infeccidon, denominado “signo de
hipersensibilidad retardada” (Martinez, 2021).
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El mecanismo de accion de esta prueba en el momento de la tuberculinizacién con PPD
estd basado enla respuestainmunoldgica realizada por células, el principio de la prueba
en donde se encamina la respuesta inmunoldgica es la hipersensibilidad la cual es
mediada por los denominados linfocitos Ty las células asesinas naturales NK (Tomsom,
2022).

Algunos de los criterios de aceptacidén a tener en cuenta para esta prueba es que los
animales a ser examinados deben ser mayores a los 6 meses y se debe evitar realizar la
prueba a animales que hayan sido vacunados 21 dias antes de la prueba, aquellos que
tengan algun signo caracteristico de la enfermedad, ademds en el caso de las hembras
no podrdn ser inoculadas teniendo en cuenta un rango de dias que va de 15 dias
preparto y 15 dias post parto, y finalmente se debe evitar aquellos animales que se les
haya aplicado PPD bovino 90 dias atrds, todos esas limitaciones son para evitar la
aparicion de falsos negativos en consecuencia de la inmunosupresion la cual se basa
en la supresidn o eliminaciéon por parte de la respuesta del sistema inmunde del

organismo en las pruebas de tuberculinizacion (Vargas, 2021).

El cdlculo para obtener un resultado final se basa en realizar una resta entre la medicién
final menos la medicion inicial esto dado en mm, para después interpretar estos valores

en donde se presenta lo siguiente:

Tabla 2.Interpretacion de resultados para tuberculinizacion
Tuberculinizacién ano-caudal

Resultado Medicién del pliegue
Positivo 24,0 mm
Inconcluyente  <4,0 mm->2,0 mm
Negativo <2mm

Fuente: (Torres y Castro, 2021)

Su sensibilidad varia entre el 55 % y el 77 %, en regiones con alta prevalencia, la
sensibilidad puede reducirse debido a anergia en animales infectados cronicamente. La
especificidad de la PPD es alta, oscilando entre el 87 % y el 95 %, aunque puede verse

afectada por infecciones cruzadas con otras micobacterias (Brouwn, 2020).
2.2.6.2 Prueba sELISA-IFN-g para la deteccion del interferon gamma (IFN-g)

El interferon gamma se conoce por ser una citosina la cual se secreta por células Ty

células asesinas naturales NK (natural killer) y es participe de manera activa en las fases
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de la respuesta inmunitaria, esto incluye la activacion de macréfagos, debido a la
participacion de interferon gamma frente a la respuesta inmune, identificdndolo como
un posible marcador para enfermedades. La deteccion de interferon gamma mediante
SELISA-IFN-g es utilizado ampliamente con el fin de identificar la respuesta celular en este

caso de Mycobacterium (Castillo, 2018).

El sELISA-IFN-g fiene la capacidad de detectar interferon gamma (IFN-g) presente en el
plasma bovino. Para sELISA-IFN-g su mecanismo de accidon estd basado en el uso de 2
anficuerpos monoclonales distintos que van contra el interferon gamma, para poder
realizar la activacién en donde cada una de las muestras se debe incubar en paralelo
usando la muestra puesta en contacto con el antigeno especifico PPDbovis (muestra
activada), y un antigeno de control PPDavium (muestra control y posteriormente realizar
SELISA-IFN-g. Para la interpretacion de los resultados se consideran los siguientes valores

de cada una prueba de las muestras (CRESA, 2015).

Tabla 3.Interpretacion de resultados para sELISA-IFN-g

Produccién de interferon

Resultado en porcentaje Estatus
gamma
>0=35% Si Positivo
<35% No Negativo

Fuente: (Cortez, 2023)

Segun la OMSA vy estudios cientificos, su sensibilidad va desde el 75 % al 87,8 %, siendo
mas sensible en muestras de leche para deteccion de anticuerpos, pero variable segun
el antigeno utilizado (PPD). En estudios de campo, puede ser baja en etapas tempranas
de la infeccién. La especificidad es consistentemente alta, entre el 97 %y el 99,7 %, lo
que la hace Util como prueba complementaria. Los altos porcentajes de especificidad
en la prueba de sELISA-IFN-g se deben principalmente al uso de dos anticuerpos
especificos que se unen a diferentes puntos débiles del antigeno objetivo, lo que
minimiza las interacciones no especificas y reduce los falsos positivos, logrando niveles

superiores al 97 % en la mayoria de las aplicaciones diagndsticas (Mendoza, 2020).
2.2.6.3 Prueba serolégica sELISA-IFN-g en combinacion al pre-uso de PPD

En lugares donde la inespecificidad es prevalente se han visto preocupaciones en la
precision para un diagndstico adecuado al momento de estimular la sangre con el PPD,

aun asi, debido a la capacidad que fiene el inferferon gamma para poder detectar
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infecciones con tiempo, al momento del uso de ambos en conjunto brindan la
posibilidad para detectar un mayor nUmero de animales positivos a la enfermedad antes
de que la infeccidn se propague a los demds animales, personas y sea también

contaminante para el ambiente (Gomez, 2022).

La combinacién de PPD + sELISA-IFN-g mejora el rendimiento diagndstico al integrar la
prueba cutdnea con la seroldgica. Estudios indican que su sensibilidad oscila entre el 63
% y el 90 %, con una mejora notable al usarla en paralelo, alcanzando hasta el 76 % en
algunos contextos. Esto reduce los falsos negativos al usar PPD para deteccion inicial y
SELISA-IFN-g para confirmacion. La especificidad permanece alta, entre el 98 % y 100 %,
manteniendo los beneficios de ambas pruebas, Ia OMSA recomienda combinaciones
como esta en programas de confrol de tuberculosis bovina para optimizar la deteccion

en rebanos (Martinez, 2021).
2.2.6.4 PCR

El PCR para tuberculosis bovina se realiza principalmente en muestras post mortem,
especificamente en tejidos con lesiones tuberculosas como ganglios linfaticos y pulmon.
Esto se debe a que Mycobacterium bovis se encuentra en baja concentracion y
localizado dentro de granulomas, por lo que muestras como sangre o secreciones no
son adecuadas y generan resultados falsos negativos. Por esta razén, el PCR se utiliza
como prueba confirmatoria en biopsias o tejidos lesionados obtenidos después del
sacrificio del animal, donde la carga bacteriana es suficiente para la deteccion del ADN

del patégeno.

El PCR para la deteccidén de Mycobacterium bovis presenta una especificidad muy alta,
generalmente entre 95y 100 %, ya que detecta directamente el ADN del patégeno. Sin
embargo, su sensibilidad es variable y puede oscilar aproximadamente entre 70 y 90 %
cuando se aplica en tejidos con lesiones tuberculosas post mortem, dependiendo de la

calidad de la muestra y de la carga bacteriana.
2.2.7. Prevencion y control

Algunas pautas primordiales para poder prevenir dicha enfermedad inician desde un
aspecto importante el cual se refiere que para reforzar medidas de bioseguridad inician

desde brindar a la hora del pastoreo zonas individuales y de manera aislada tanto para
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animales enfermos y sanos, al momento de salir para entrar a un nuevo rebano es de
suma importancia cambiarse la ropa de trabajo para que la contaminacion cruzada
logre evitarse. Otro aspecto importante es proteger a los recién nacidos de la infeccion,
para esto el pasteurizar la leche de la vaca antes de brindarle al temero y que el lugar
de alojamiento de teneros se encuentre separado de la vaca en el caso de que esta
sea portadora de tuberculosis, otro aspecto importante a considerar para que la
propagacion de la enfermedad se vea reducida es confrolar el movimiento animal
dentro de las granjas y los nuevos que entran al rebano respetando el tiempo de
cuarentena, y como Ultimo aspecto la limpieza y desinfeccion, eliminando tierra,
estiércol contaminados, mantener limpio y desinfectado permanentemente las

instalaciones, equipo de animales y material de trabajo (Orddnez, 2021).
2.2.8 Sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas

Son valores representados en porcentaje que indican con respecto a las pruebas de
diagndstico su calidad, es aqui donde se realiza la comparacion de casos positivos y

casos hegativos de la enfermedad en estudio (Barrera, 2008).
2.2.8.1 Sensibilidad

Se conoce como la probabilidad en porcentaje de que la prueba diagndstica en
estudio sea capaz de indicar que el caso sea positivo cuando verdaderamente sea
positivo, esto quiere decir que la sensibilidad se define como la capacidad de la prueba
diagndstica para poder detectar la enfermedad de un animal positivo, su féormula se

expresa de la siguiente manera (Acosta, 2021).

VP

Se = ——+—
VP + FN

VP= total de verdaderos positivos
FN= total de falsos negativos
2.2.8.2 Especificidad

Se conoce como la probabilidad en porcentaje en la que la prueba diagndstica en

estudio dé a conocerun resultado negativo cuando verdaderamente sea negativo, esto
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quiere decir que, cuando la prueba tiene la capacidad de reconocer el caso como no
enfermo cuando de verdad no tenga la enfermedad se conoce como especificidad, su

formula se expresa de la siguiente manera (Acosta, 2021).

VN

Sp=—nun
P=YNT FP

VN= total de verdaderos hegativos

FP= total de falsos positivos
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IIl. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

La investigacion fuvo un enfoque metodologico mixto permitiendo evaluar de manera
cuantitativa de las pruebas diagndsticas los porcentajes de sensibilidad y especificidad
para el diagndstico de tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) en la provincia del
Carchi y de manera cuadlitativa porque el resultado se interpretd como positivo o

negativo para las pruebas de concordancia.
3.1.2. Tipo de Investigacion

La investigacion fue un estudio de campo porque se realizé recopilacion directa de
datos y muestras de sangre en tiempo real, y, ademds, correlacional porque se

determiné si hay o no concordancia entre las pruebas diagndsticas aplicadas.
3.2. HIPOTESIS

H1: Las pruebas diagndsticas para tuberculosis bovina en la provincia del Carchi difieren

en sus caracteristicas de sensibilidad y especificidad para el diagndstico de TB.

HO: Las pruebas diagndsticas de tuberculosis bovina en la provincia del Carchino difieren

en sus caracteristicas de sensibilidad y especificidad para el diagndstico de TB.
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Dimensién Indicadores Técnicas Instrumentos
Independiente:
Mycobocfenum Presencia de Mypobc:cfenum Positivo o negativo Observacion Campo
bovis bovis
24,0 mm Positivo
< 4,0 mm - >2,0 mm Inconcluyente
< .
Prueba intfradérmica de la < 2 mm Negativo .
tuberculina PPD Tuberculina
. Calibrador
indice Kaboa Infima concordancia 0,00-0,20 Observacién Jeringas
PP Escasa concordancia 0,20-0,40 Agujas

Dependiente:
Pruebas
diagndsticas

Prueba serolégica sELISA-IFN-g

indice Kappa

Prueba intradérmica de la
tuberculina PPD + Prueba
seroldgica sELISA-IFN-g

Sensibilidad y especificidad

Moderada concordancia  0,40-0,60
Buena concordancia 0,60-0,80
Muy buena concordancia 0,80-1,00

> 35 Positivo
< 35 Negativo

infima concordancia 0,00-0,20
Escasa concordancia 0,20-0,40
Moderada concordancia  0,40-0,60
Buena concordancia 0,60-0,80
Muy buena concordancia 0,80-1,00

_wp o VN
“vp+rin P UNT FP

Observacion

Tubos con heparina
Agujas calibre 16
1 kit ELISA tipo sdndwich
Lector de microplaca sELISA-
IFN-g
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3.4. METODOS UTILIZADOS
3.4.1. Localizacion de la investigacion

La investigacion se realizé en distintas fincas de la provincia del Carchi, con el fin de tener
una muestra representativa de poblacién bovina en los dmbitos de sensibilidad vy

especificidad para cada una de las pruebas en estudio.
3.4.2. Socializacién

Se socializo con las personas propietarias de las fincas de la zona donde se realizd el
estudio, se indico el objetivo de la investigacion y como serd el manejo del animal para
cada una de las pruebas a realizar, ademds, de su importancia para identificar animales
positivos a la enfermedad, realizar el manejo de estos y evitar que sean un foco de

infeccion para los demds animales y personas.
3.4.3. Tamano de muestra

En la presente investigacion se aplicd un muestreo no probabilistico por conveniencia,
debido principalmente a las limitaciones econdmicas asociadas al alto costo del kit
diagndstico utilizado. Esta modalidad de muestreo permitid seleccionar las muestras,
considerando la disponibilidad de los animales y la accesibilidad a los recursos, sin
comprometer el desarrollo del estudio ni los objetivos planteados. En esta investigacion
el total de muestras recolectadas fue de 180, este muestreo representa algo exploratorio
y no se puede generdlizar los resultados para toda la poblacién de bovinos de la
provincia del Carchi, este nUmero de muestras estaban divididas entre las 3 pruebas en
estudio PPD, sELISA-IFN-g, PPD+ sELISA-IFN-g. Teniendo en cuenta que se trabajé con
animales con estatus sanitario desconocido, esto es no animales verdaderamente

positivos ni negativos para las pruebas de Se y Sp.
3.4.4. Toma de muestra

Para la toma de muestras de sangre bovina destinadas al diagndstico de tuberculosis
bovina, se incluyeron Unicamente animales mayores de seis meses de edad,
considerando que a partir de esta etapa el sistema inmunoldgico se encuentra lo
suficientemente desarrollado para generar una respuesta inmunitaria detectable, lo que

permitid obtener resultados mdas confiables y representativos en las pruebas diagndsticas
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empleadas. Ademds, se excluyeron animales que se encontraban en un periodo de 15
dias preparto y 15 dias posparto, esta exclusion se realizd con el fin de evitar posibles
alteraciones fisioldgicas e inmunoldgicas propias de estas etapas, las cuales podrian
interferir en la respuesta inmunitaria y afectar la confiabilidad de los resultados

diagnodsticos.

Para la prueba individual de sELISA-IFN-g a la hora de la foma de sangre es importante
el uso de botas, overol, guantes, tubo colector de sangre con heparina, capuchdn,
marcador, la toma de muestra se la hizo desde la vena coccigea la cual estd ubicada
en la cola del bovino, después se tomd nota de la informaciéon necesaria y hasta su

andlisis en laboratorio, estas pueden ser conservadas entre 16°C a 22°C.
3.4.5. Andilisis de laboratorio

Una vez recolectadas las muestra de sangre fueron llevadas al laboratorio de la
Universidad Politécnica Estatal del Carchi donde se puso en prdctica las pruebas de
diagndstico que van a ser estudiadas, en el caso de las muestras de sangre fueron
analizadas en la placa de sELISA-IFN-g por separado, esto sin tomar en cuenta tanto los
controles positivos y negativos aplicados en cada una de las evaluaciones, antes de
comenzar con el andlisis fue necesario el uso de mandil, cofia, guantes y mascarilla para

no contaminar las muestras.
3.4.6. Prueba cutdnea de tuberculina

Para diagnosticar tuberculosis bovina provocada por Mycobacterium bovis, por medio
de esta técnica intfradérmica ano-caudal antes de la aplicacién del PPD el cual lleva a
una respuesta inflamatoria se midié el pliegue ano-caudal del lado derecho con el uso
de un calibrador, esta medida fue registrada en milimetros mm, posteriormente con
ayuda de una jeringa se cargd con tuberculina bovina 0,1 ml para posterior aplicacion,
después de 72 horas se midid el pliegue nuevamente, para esto fue necesario palpar el
pliegue del lado inyectado para asegurar una hinchazéon en el pliegue en donde se
midié inicialmente esta segunda medicion también fue registrada en mm, después de

todo para saber el resultado hizo la resta de la medicion final de la medicién inicial.
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3.4.7. Prueba sELISA-IFN-g

Para el andilisis de las muestras de sangre se utilizd el kit Ruminant IFN-g en donde se

realizé lo siguiente:

e Se distribuyd en la placa 25 pl del diluyente 1 en cada pocillo, 25 ul de control
negativo en los pocillos A1Y B1, 25 uyl de control positivo en los pocillos C1Y D1, 25
ul de cada muestra en los demds pocillos

e Se agité la placa 2 min a 21°C

e Se cubrié la placay se procedié aincubar 1 hora a 37°C

e Se vaciaron los pocillos, y se lavaron cada pocillo 6 veces con 300 ul de solucidén
de lavado

e Después se anadiod 100 pl del conjugado en cada pocillo

e Se cubrié la placa e incubar 1 hora a 37°C

e Los pocillos se vaciaron y lavaron é veces con 300 pl de solucién de lavado

e Se anadié 100 ul de la solucién de revelacion en cada pocillo

e Se cubrio la placa e incubar 15 minutos hora a 21°C

e Se anadié 100 yl de la solucidén de parada en cada pocillo para detener la
reaccion

e Se hizo lalectura a una DO a 450 nm

Después de realizar la lectura se realizé el proceso de validacion en donde se tuvo en

cuenta los siguientes aspectos:

e Densidad 6ptica media del control positivo es mayor a 0,500
e Elcociente entre la media de la densidad éptica del control positivo y la densidad

Sptica del control negativo fue mayor a 3

Una vez validada la prueba se realizd la interpretacion para cada una de las muestras,

para expresar el nivel de interferon producido en porcentaje del control positivo S/P%:

DOmuestra activada(PPDbovis) — DOmuestra control (PPDavium)
DOcp — DOcy

Sy =
P

Una vez suplantados los datos en dicha férmula se realizd la interpretaciéon en donde si

se obtuvo un porcentaje del control positivo menor al 35 % las muestras se consideran
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negativo, o sea, no se ha producido interferon gamma, en cambio si el porcentaje del
control positivo fue mayor o igual al 35 % las muestras se consideran positivas, o seq, si
hay produccion de interferon gamma el cual fue producido por el antigeno en estudio
(Lopez, 2022).

3.4.8. Prueba PPD+ sELISA-IFN-g

Después de las 72 horas que transcurrieron de la prueba individual de PPD se regresé all
sitio de la inoculacion en donde se realizd la mediciéon final del pliegue en el respectivo
lugar donde se inoculo, una vez medido el pliegue se procede a tomar una nueva
muestra de sangre de la vena coccigea en un tubo con heparina, estas muestras fueron
llevadas al laboratorio en una hielera para su posterior andilisis y la aplicacion de la
prueba sELISA-IFN-g explicada anteriormente (OMSA, 2022).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO
3.5.1 indice Kappa

Conocido por seren la parte estadistica una medida ampliamente utilizada para evaluar
el grado de acuerdo de las pruebas diagndsticas segun los resultados obtenidos. El rango
en este indice vade 0 a 1, en donde 0 indica que el grado de acuerdo presenta infima
concordancia, osea es en probabilidad considerada débil y 1 indica que si hay muy
buena concordancia. Para este andlisis se aplicdé una formula en cada uno de los
resultados obtenidos para poder realizar la evaluacion de la concordancia.

_Po—Pe
~ 1-—Pe

Donde:
Po = Proporciéon de acuerdos observados.

Pe = Proporcién de acuerdos esperados.
El indice Kappa se calculd a partir de una tabla de doble entrada en la que se comparan

los resultados de dos pruebas diagndsticas, clasificando los casos como positivos o

negativos para cada prueba (Rodriguez, 2023).

35



Tabla 4.Doble entrada para kappa
Criterio de verdad

+ - Total

. . Resultado + a (++) b (+) a+b

Prueba diagnostica Resultado - c (+) d (- c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

Fuente: (Rodriguez, 2023)

A partir de esta tabla se obtuvo la concordancia observada, que corresponde a la
proporcion de casos en los que ambas pruebas coinciden realmente (positivos—positivos
y negativos—negativos), y la concordancia esperada, que representd la coincidencia
que ocurrié Unicamente por casualidad, calculada a partir de los totales marginales de
la tabla. El valor de Kappa se obtuvo al comparar ambas concordancias, permitiendo
estimar el grado real de acuerdo entre las pruebas, corrigiendo el efecto del azar.

Después de haber aplicado la formula a los resultados, se evalud el grado de

concordancia, el resultado obtenido se ajusté segun los siguientes valores (Flores, 2016).

Tabla 5. Interpretacién indice Kappa

Grado de acuerdo indice Kappa
infima concordancia 0,00-0,20
Escasa concordancia 0,20-0,40

Moderada concordancia 0,40-0,60
Buena concordancia 0,60-0,80
Muy buena concordancia 0,80-1,00

Fuente: (Flores, 2016)

3.5.2 Sensibilidad

Se conoce como la probabilidad en porcentaje de que la prueba diagndstica en
estudio fue capaz de indicar que el caso sea positivo a la enfermedad y se aplicd la

siguiente formula.

VP

Se = ———
VP + FN

VP= total de verdaderos positivos

FN= total de falsos negativos
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3.5.3 Especificidad

Se conoce como la probabilidad en porcentaje de que la prueba diagndstica en

estudio fue capaz de indicar que el caso sea negativo a la enfermedad y se aplicd la

siguiente férmula.

VN

Sp=——u
P=YNT FP

VN= total de verdaderos hegativos

FP= total de falsos positivos

Para la interpretacion de sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) se la realizé un cuadro

2x2 el cual se indica a continuacion:

Tabla 6. Interpretacién de Se y Sp

Prueba diagnostica

Criterio de verdad

Enfermo Sano Total

Resultado + a(VP) b(FP) a+b

Resultado - c(FN) d(VN) c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

VP= verdadero positivo
FP= falso positivo
FN= falso negativo

VN= verdadero negativo

Fuente: (Castillo, 2018)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS
4.1.1 Relacion entre las pruebas diagndsticas utilizadas para Mycobacterium bovis

Con el fin de obtenerla relaciéon de cada una de las pruebas diagndsticas mencionadas,
se utilizd la tabla comparativa entre resultados obtenidos de la misma muestra para

obtener el diagndstico de las distintas pruebas y saber su concordancia.

En la tabla 6 se indica que 4 muestras fueron positivas a sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g,
pero negativas a PPD, 23 muestras dieron positivo a PPD+ sELISA-IFN-g, pero, negativas a
PPD y sELISA-IFN-g, 8 muestras dieron positivo a sELISA-IFN-g, pero, negativo a PPD y PPD+

SELISA-IFN-g y por Ultimo 145 muestras se encontraron negativas a las 3 pruebas.

Tabla 7. Resultados tabulados de cada prueba diagndstica

Pruebas diagnédsticas Muestras
PPD SELISA-IFN-g PPD + sELISA-IFN-g n=180
+ + + 0
+ - 0
+ + + 0
+ + 0
- + + 4
- - + 23
- + 8
- - 145

4.1.2 Andlisis Kappa entre las pruebas diagndsticas utilizadas para el diagndstico de TB

(Mycobacterium bovis)

Tabla 8. Andlisis Kappa sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g vs PPD como “Gold standart”

SELISA-IFN-g PPD + sELISA-IFN-g
+ - + -
+ 0 12 0 27
PPD ! 0 168 0 153
Kappa 0,000 0.000
Intervalo de confianza 0,000-0,000 0,000-0,000
Interpretacién cualitativa Sin acuerdo Sin acuerdo
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La concordancia observada en el andlisis Kappa entre la prueba sELISA-IFN-g y PPD+
SELISA-IFN-g vs PPD como “Gold standard” respectivamente, es de 0 lo que demuestra

gue no hay concordancia o relaciéon entre las pruebas.

Tabla 9. Andlisis Kappa PPD y PPD+ sELISA-IFN-g vs sElisa como “Gold standard”

PPD PPD + sELISA-IFN-g
+ - + -
+ 0 0 4 23
SELISAIPNG - 12 168 8 145
Kappa 0,000 0,124
Intervalo de confianza 0,000-0,000 0.051-0,299
Interpretacién cualitativa Sin acuerdo infima concordancia

La concordancia observada en el andlisis Kappa entre la prueba PPD vs sElisa como
“Gold standard” es de 0 lo que demuestra que no hay concordancia o relacion entre
las pruebas; mientras que para la prueba PPD+ sELISA-IFN-g vs sELISA-IFN-g como “Gold

standard” es de 0,124 lo que demuestra una concordancia infima.

Tabla 10. Andlisis Kappa sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g vs PPD como “Gold standard”

PPD sELISA-IFN-g
+ - + -
+ 0 0 4 8
PPD + sELISA-IFN-g ) 07 153 23 145
Kappa 0,000 0,120
Intervalo de confianza 0,000-0,000 0,051-0,299
Interpretacién cualitativa Sin acuerdo infima concordancia

La concordancia observada en el andlisis Kappa entre la pruelbba PPD vs PPD + SELISA-
IFN-g como “Gold standard” es de 0 lo que demuestra que no hay concordancia o
relacion entre las pruebas; mientras que para la prueba sELISA-IFN-g vs PPD+ SELISA-IFN-

g como “Gold standard” es de 0,120 lo que demuestra una concordancia infima.
4.1.3 Sensibilidad y especificidad

En los porcentajes de sensibilidad y especificidad de cada una de las pruebas

diagndsticas utilizadas para tuberculosis bovina (Mycobacterium bovis) se obtuvo:

Tabla 11. Se y Sp de sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g con PPD como “Gold standard™
SELISA-IFN-g PPD + SELISA-IFN-g

+ - + -
+ 0 12 0 27
PPD 0 168 0 153
Sensibilidad (Se) 0% 0%
Especificidad (Sp) 93 % 85 %
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El porcentaje de sensibilidad y especificidad entre la prueba sELISA-IFN-g con PPD como
“Gold standard” es 0 % y 93 % respectivamente; mientras que para la prueba PPD +

SELISA-IFN-g con PPD como “Gold standard es de 0 % y 85 % respectivamente.

Tabla 12. Se y Sp sELISA-IFN-g vs. PPD y PPD+ sELISA-IFN-g con sELISA-IFN-g como “Gold

standard”
PPD PPD + SELISA-IFN-g
+ - + -
0 0 4 23
SELISA-IFN-g 12 168 8 145
Sensibilidad (Se) 0% 33%
Especificidad (Sp) 100 % 86 %

El porcentaje de sensibilidad y especificidad entre la prueba PPD con SELISA-IFN-g como
“Gold standard”es 0 % y 100% respectivamente; mientras que para la prueba PPD +

SELISA con sELISA-IFN-g como “Gold standard es de 33 % y 86 % respectivamente.

Tabla 13. Se y Sp PPD + sELISA-IFN-g vs. PPD y sELISA-IFN-g con PPD + sELISA-IFN-g como

“Gold standard”
PPD SELISA-IFN-g
+ - + -
0 0 4 8
PPD + SsELISA-IFN-g 27 153 923 145
Sensibilidad (Se) 0% 14 %
Especificidad (Sp) 100 % 95 %

El porcentaje de sensibilidad y especificidad entre la prueba PPD con PPD+ sELISA-IFN-g
como “Gold standard”es 0 % y 100% respectivamente; mientras que para la prueba
SELISA con PPD+ sELISA-IFN-g como “Gold standard es de 14 % y 95% respectivamente.

4.1.4 Costo y tiempo por cada prueba diagndstica

Tabla 14. Comparacion de costo y tiempo de cada prueba diagndstica utilizada
Valor prueba

Test USD Tiempo
PPD 1.85 4h
SELISA-IFN-g 11,00 18h
PPD + SELISA-IFN-g 12,85 22 h

La tabla presentada resume los costos unitarios por animal y los tiempos de ejecuciéon
para las tres pruebas diagndsticas utilizadas para la deteccién de TB. La prueba de PPD
fue la mds econdmica con $1,85 USD por animal, y un tiempo de ejecucion de 4 horas,

con la lectura inicial y final a 72 horas; para seLISA-IFN-g el costo fue de $11,00 USD por
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animal, y un tiempo de 18 horas, mientras que la combinacion PPD + sELISA-IFN-g, fuvo

un costo de $12,85 USD por animal y un tiempo de 22 horas.

4.2. DISCUSION

En la comparacién entre resulfados obtenidos de la misma muestra para el diagndstico
de TB con cada una de las pruebas en estudio se muestra que 4 muestras fueron positivas
a sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g, pero negativas a PPD, esto atribuido a la anergia
donde la respuesta inmune celular (medida por PPD) falla por inmunosupresion
generando falsos negativos en PPD, mientfras las pruebas seroldgicas capturan
respuestas humorales persistentes, lo que explica los valores positivos solo en serologia al
identificar casos cronicos o latentes que PPD no detecta debido a su enfoque en
inmunidad celular temprana, tal como lo menciona Kimm (2022) en su investigacion
donde SELISA-IFN-g identifica 12 casos positivos que fueron negativos a PPD, con
discrepancias atribuidas al estatus sanitario desconocido de los animales que causa
variabilidad en respuestas inmunes, y factores similares como edad avanzada, estrés
ambiental que suprimen la inmunidad mediada por células generando falsos negativos

en pruebas celulares.

Ademds, 23 muestras dieron positivo a PPD+ sELISA-IFN-g, pero negativas a PPD y SELISA-
IFN-g, lo que puede deberse al efecto de refuerzo del PPD que estimula una respuesta
de memoria elevando los niveles de anticuerpos detectables en PPD+sELISA-IFN-g,
capturando infecciones latentes o tempranas con baja respuesta humoral inicial,
explicando los valores negativos en pruebas individuales pero positivos en combinacion
por el aumento temporal de anticuerpos, tal como lo menciona Rodriguez (2023) en su
estudio donde la positividad aumenta a 84 casos post-refuerzo de 111 animales positivos
a la mezcla PPD + sELISA-IFN-g, en donde este test de combinacion fue realizado por un
experto en el drea, quien dedujo que la distorsion de los resultados en cada prueba se
deben al estatus sanitario desconocido que oculta respuestas humorales iniciales bajas,
y factores similares como variaciones en el timing de muestreo, manejo de rebanos y
exposicidon ambiental, sin embargo para las pruebas individuales de hipersensibilidad

PPD vy serolégica SELISA-IFN-g resultaron tener varios imprevistos al momento de la
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aplicacién del PPD por no realizar una buena aplicacion de la tuberculina, mientras para
SELISA-IFN-g al momento de la toma de muestras no se recolecto la sangre suficiente lo

que hizo complicado el andlisis de laboratorio.

Asi como también, 8 muestras dieron positivo a sELISA-IFN-g, pero negativo a PPD y PPD+
SELISA-IFN-g, debido a posibles reacciones cruzadas con micobacterias ambientales no
tuberculosas o paratuberculosis que generan falsos positivos seroldgicos sin activar
respuestas celulares, influenciadas por exposicion ambiental o manejo de muestras que
elevan anticuerpos no especificos, explicando los valores positivos aislados en SELISA-IFN-
g por reactividad cruzada no confirmada en pruebas celulares o combinadas, tal como
lo menciona Morales (2019) en su investigacion realizada en Puerto Rico en donde
analiza un total de 18 muestras que arrojan positivos en sELISA-IFN-g en un total de 32
bovinos, mientras que para la prueba infradérmica y la combinacion de ambas arrojan
resultados negativos y califica a que estos resultados se pueden ver influenciados por el
estatus sanitario desconocido que permite sensibilizacidon no especifica, y factores
similares como errores en conservacion de muestras y contaminacion ambiental que

elevan la densidad Optica sin infeccién real.

Y por Ultimo, 145 muestras se encontraron negativas a las 3 pruebas, atribuido a la
ausencia real de infeccién en una poblacién de bajo riesgo combinada con la alta
especificidad de las pruebas que minimiza falsos positivos, aunque factores como
remocion selectiva de infectados influyen, explicando los valores negativos consistentes
por falta de respuesta inmune detectable en animales no expuestos, tal como lo
menciona Herndndez (2021) en su andlisis donde un total de 178 mantienen tasas altas
de negatividad atribuidas al estatus sanitario desconocido que subestima prevalencia
real, y factores similares como protocolos de saneamiento previos, baja exposicion
patdégena y variabilidad en manejo de rebanos que mantienen respuestas inmunes

minimas.

En el andlisis de concordancia Kappa se observa concordancia (0,000) entre el PPD y el
SELISA-IFN-g y PPD+ SELISA-IFN-g, atribuido a diferencias fundamentales entre la
deteccion de respuestas inmunes celular (PPD) versus sELISA-IFN-g , lo que genera pobre
acuerdo en etapas variables de infeccion o anergia, explicando el valor de kappa

cercano a cero por la falta de superposicion en deteccidon (PPD falla en cronicos,
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serologia en tempranos), tal como lo menciona Jimenez (2023) en su estudio donde
reportan un kappa de 0,062 entre PPD y sELISA-IFN-g con acuerdo bajo atribuido al
estatus sanitario desconocido que causa desacuerdos por respuestas inmunes variables,
y factores similares como diferencias en antigenos y umbrales que alteran superposicion
en fases mixtas, manteniendo pruebas celulares como Gold standard. Para el caso del
SELISA-IFN-g y PPD+ SELISA-IFN-g se observa una infima concordancia (0,120 a 0,124)
atribuido a variaciones en el timing de la respuesta de anticuerpos, antigenos utilizados
y umbrales de positividad que alteran el acuerdo en pruebas secuenciales, explicando
el valor bajo de kappa por diferencias en el refuerzo inmune que eleva anticuerpos solo
en la combinacion, tal como lo menciona Ortega (2021)en su andlisis donde obtienen
un kappa de 0,11 entre PPD y sELISA-IFN-g indicando acuerdo minimo, con valores
cercanos a 0,12 atribuidos al estatus sanitario desconocido que genera variaciones en
timing de respuestas, y factores como falta de animales verdaderos positivos y

exposicidon ambiental que reducen acuerdo secuencial.

En el andlisis de sensibilidad de las pruebas diagndsticas para el sELISA-IFN-g y PPD+
SELISA-IFN-g, con PPD como Gold standard, y para el PPD con sELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-
IFN-g como Gold standard respectivamente, se observa una sensibilidad de 0 % esto
debido a que no se cuenta con animales verdaderos positivos que permitan evaluar esta
caracteristica diagndstica. La mayor sensibilidad se obtuvo con el PPD+ sELISA-IFN-g (33
%) atribuido a la sinergia del refuerzo inmune proporcionado por PPD que eleva
anticuerpos detectables en sELISA-IFN-g, capturando infecciones intfermedias o latentes
en contextos de baja prevalencia, explicando el valor de 33 % por el aumento en
detecciéon post-refuerzo en muestras con respuesta humoral potenciada, tal como lo
menciona Mendoza (2020) en su investigacion donde la sensibilidad es de 31,2 % en
SELISA-IFN-g 135 bovinos, valores atribuidos al estatus sanitario desconocido que limita
deteccién inicial y factores como variabilidad en edad y la no presencia de animales
verdaderos positivos afectan la sinergia de refuerzo, manteniendo sELISA-IFN-g como
Gold standard.

El andlisis de especificidad observado en las tres pruebas fue de entre 85 % a 100 %,
atribuido a la capacidad de las pruebas para minimizar falsos positivos en entornos de

baja prevalencia mediante interpretaciones comparativas y umbrales estrictos que
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reducen la reactividad, aunqgue influenciada por factores como edad y exposicion
ambiental, explicando el rango alto por la precision en poblaciones no infectadas
donde se evitan errores por antigenos especificos, tal como lo menciona Soto (2019) en
su estudio donde obtienen especificidades de 95,4 % para sELISA-IFN-g en 400 bovinos
lecheros, datos atribuidos al estatus sanitario desconocido que influye en minimizacion
de falsos positivos, y factores similares como protocolos de manejo y exposicion
ambiental que mantienen umbrales estrictos, usando métodos estadisticos avanzados

gue no necesitan una prueba perfecta de referencia.

Al determinar el andlisis econdmico de cada prueba diagndstica se obtiene que la
prueba de PPD fue la mds econdmica con $1,85 USD por animal, y un tiempo de
ejecucion de 4 horas, con la lectura inicial y final a 72 horas; para sELISA-IFN-g el costo
fue de $11,00 USD por animal, y un tiempo de 18 horas, mientras que la combinacion PPD

+ SELISA-IFN-g, tuvo un costo de $12,85 USD por animal y un tiempo de 22 horas.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

o En el andlisis comparativo entre pruebas diagndsticas se observan que 4 muestras
fueron positivas a seELISA-IFN-g y PPD+ sELISA-IFN-g, pero negativas a PPD, 23 muestras
dieron positivo a PPD+ sSELISA-IFN-g, pero, negativas a PPD y sELISA-IFN-g, 8 muestras
dieron positivo a sELISA-IFN-g, pero, negativo a PPD y PPD+ SELISA-IFN-g y por Ultimo 145
muestras se encontraron negativas a las 3 pruebas, denotando una gran variabilidad
entre los resultados obtenidos.

o En el andlisis de sensibilidad de las pruebas diagndsticos para el sELISA-IFN-g y
PPD+ sELISA-IFN-g, con PPD como Gold standard, y para el PPD con sELISA-IFN-g y PPD+
SELISA-IFN-g como Gold standard respectivamente, se observa una sensibilidad de 0 %,
la mayor sensibilidad se obtuvo con el PPD+ sELISA-IFN-g (33 %), ademds la especificidad
observada en las tres pruebas fue entre el 85 % y el 100%.

o De igual forma se puede evidenciar en el andlisis de concordancia Kappa en
donde no se observa concordancia (0,000) entre el PPD y el sELISA-IFN-g y PPD+ SELISA-
IFN-g, mientras que para el caso de las pruebas que incluyen diagndstico enzimatico
(SELISA-IFN-g y PPD+ SELISA-IFN-g) se observa una infima concordancia (0,120 a 0,124).

o La prueba de PPD fue la mds econdmica con $1,85 USD por animal, y un tiempo
de ejecucion de 4 horas; para sELISA-IFN-g el costo fue de $11,00 USD por animal, y un
tiempo de 18 horas, mientras que la combinacién PPD + sELISA-IFN-g, fuvo un costo de

$12,85 USD por animal y un tiempo de 22 horas.
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5.2. RECOMENDACIONES

o Se recomienda como diagndstico para tuberculosis bovina ocasionada por
Mycobacterium bovis la combinacién de PPD + sELISA-IFN-g ya que presenta un valor de
sensibilidad de 33 %y especificidad de 86 %, a pesar de tener un costo alto de $12,85 USD

y mayor tiempo de ejecucién de 22 horas con relacién a las otras pruebas en estudio.

o Se recomienda evaluar las caracteristicas de sensibilidad y especificidad de las
pruebas de la presente investigacidon en animales verdaderos positivo y verdaderos
negafivos, asi como también con la comparacion con pruebas moleculares (PCR)
considerando que su aplicacion resulta compleja debido al fipo de muestra requerida.
Estas técnicas necesitan principalmente tejidos con lesiones fuberculosas caracteristicas,
los cuales generalmente se obtienen de animales sacrificados durante la inspeccion post
mortem. Esto limita su uso como herramienta diagndstica rutinaria en animales vivos, ya
que no es comun ni prdctico obtener este tipo de muestras sin realizar el sacrificio del

animal.
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