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RESUMEN

Teniendo en cuenta que para la determinacion seroldgica de anticuerpos contra Brucella canis
existen distintos métodos, y que la mayoria de ellos son imprecisos en cuanto a la deteccién de
verdaderos positivos, es que dirigimos el presente trabajo hacia la evaluacion del Test de Aglu-
tinacién rapida en portaobjetos (RSAT), en comparacion con la prueba de Inmunodifusion en
gel de Agar (AGID), a los efectos de obtener su sensibilidad, especificidad y valor predictivo.
Debemos tener en cuenta que si bien el nimero de animales muestreados no es demasiado alto,
los resultados obtenidos de la comparacion de este test contra el Gold estandar nos permitieron
obtener una sensibilidad relativa del 100%, especificidad relativa del 96.23% y un valor predic-
tivo positivo del 66.66%.

Palabras claves: Aglutinacion rapida en portaobjetos, Brucella canis, sensibilidad, especifici-
dad, valor predictivo.

Evaluation of a serologic method for the detection antibodies against Brucella canis.
SUMMARY

Taking into account that there are diverse methods for the antibodies serologic determination
against Brucella canis, and that the majority of these methods are imprecise in terms of the de-
tection of true positive, it is that we focus present work toward the evaluation of the rapid plate
agglutination test (RSAT), in comparation with the agar gel inmunodiffusion test (AGID). Such
studies were carried out with the aim of obtaining their sensibility, specificity and predictive
value. We should keep in mind that although the sample animals are not a big amount, the re-
sults obtained comparing this test with the standard gold allowed us to obtain a relative sensibi-
lity of 100%, a relative specificity of 96.23% and a positive predictive value of 66.66%.

Key words: Rapid slide agglutination test (RSAT). Brucella canis. Sensibility, specificity, pre-
dictive value. '

INTRODUCCION de los mismos, los resultados se expresan
como “positivos” y “negativos”. El que una
La investigaciéon de la enfermedad prueba detecte o no los anticuerpos no de-
o la infeccién mediante la valoracion de pende solo de la expasicion de la poblacion
variables presentes en el suero sanguineo se al antigeno especifico sino también de la
denomina epidemiologia serologica. El capacidad de la técnica para detectar o no
analisis de globulinas como anticuerpos dichos anticuerpos.
especificos que evidencian la exposicion Como parametros de la validez de las técni-
actual o anterior al agente infeccioso en cas diagndsticas utilizamos los conceptos
estudio es un método considerado relativa- de sensibilidad y especificidad.
mente eficaz y barato en medicina veterina- Como definicion de la sensibilidad
ria. de un método, podemos decir que es la
Cuando se desea determinar la pre- proporcion de verdaderos positivos detecta-
sencia de anticuerpos en una poblacidén dos por el mismo; en tanto que definimos
animal sin importar particularmente el titulo como especificidad de un método la
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proporcion de verdaderos negativos que
son detectados por el mismo. Especificidad
y sensibilidad pueden ser expresadas como
una probabilidad entre cero y uno o como
porcentaje. Existe una relacion inversa entre
sensibilidad y especificidad de una técnica
determinada.

Para interpretar correctamente los
resultados de una evaluacidon en epidemio-
logia seroldgica incorporamos el concepto
de valor predictivo de la técnica, que es la
probabilidad de que un animal “positivo”
segin la técnica empleada sea realmente
positivo. El parametro més frecuentemente
utilizado como valor predictivo de una téc-
nica es el valor predictivo del resultado
positivo de la misma.

El valor predictivo depende de la
especificidad, la sensibilidad y de la preva-
lencia. Las dos primeras expresiones son
caracteristicas inherentes a la técnica y no
varian, en tanto que la prevalencia afecta a
la proporcion de animales positivos a la
técnica que realmente estan enfermos
(Thrusfield, 1990).

Las pruebas diagnoésticas de Bru-
celosis canina disponibles en el mercado
son relativamente imprecisas, ya que los
antigenos superficiales de las Brucelas ru-
gosas, tales como B. canis dan reaccidn
cruzada con anticuerpos de muchos otros
MICroorganismos no patogenos.

Los métodos usados més comun-
mente son: Test rapido de aglutinacion en
portaobjetos (RSAT), test de aglutinacion
en tubo (TAT), inmunodifusién en gel de
agar (AGID) y una prueba indirecta de anti-
cuerpos fluorescentes.

El RSAT utiliza como antigeno
Brucella ovis tefiida con Rosa de Bengala,
la cual da reaccion cruzada con B. canis.
Esta prueba requiere de un tratamiento del
suero con 2 Mercapto etanol (0.2M) y esta
disponible para su utilizaciéon en nuestro
pais. Una prueba negativa es fuerte eviden-
cia que el perro no esta infectado, pero un
porcentaje de los canes cuyo resultado es
una aglutinacién no presentan la enferme-
dad, por lo tanto se sugiere la utilizacion de
pruebas complementarias  (Carmichael,
1998).

Los perros positivos en todos los
casos deben ser sometidos a pruebas adi-
cionales como cultivos de sangre, que
siempre estan indicados, debido a los perio-
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dos de bacteriemia prolongada caracteristi-
cos de esta especie, que puede durar uno a
mas afios (Kiatisewee et al., 1997).

La inmunodifusion en gel de agar
(AGID) usa antigenos de pared celular. La
misma es una prueba mas especifica que la
anterior, pero también da lugar aunque en
menor proporcién a la aparicion de falsos
positivos.

Las mejores pruebas serodiagnosti-
cas son: un RSAT pero empleando una cepa
mutante (mucoide) de B. canis, con alta
especificidad (M-SAT), una prueba de in-
munodifusion en agar gel (AGID cpa) con
antigenos proteicos citoplasmaticos especi-
ficos para Brucella spp y que sirven para
distinguir perros infectados de no infecta-
dos que poseen anticuerpos reaccionantes
en las pruebas de aglutinacién o AGID.
También se puede recurrir a ELISA que usa
como antigenos extractos de la pared celu-
lar LPS (lipopolisacarido) de B. canis (cepa
mucosa) o proteinas citoplasmaticas de B.
abortus y una prueba de inmunofluorescen-
cia indirecta.

Indudablemente para la completa
identificacion de cepas sospechosas se de-
beria utilizar la reaccion en cadena de poli-
merasa (PCR) y los cultivos de sangre.
(Teherneva et al., 1996).

El RSAT es una prueba rapida que
no requiere preparaciéon técnica ni instru-
mental sofisticado para su realizacion. En
consecuencia se presenta como una opcién
interesante para el diagndstico de Brucelo-
sis canina en clinicas veterinarias.

No contamos con datos del labora-
torio elaborador del antigeno (Reactivo
Brucella canis. Rosembusch), acerca de la
sensibilidad, especificidad y valor predicti-
vo positivo de la técnica, situacion esta que
ha motivado la realizacion del presente
trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizd para esta experiencia el
suero de 200 caninos pertenecientes a la
zona urbana de la ciudad de General Pico
(La Pampa). Las muestras de sangre fueron
extraidas por puncion de la vena cefilica,
depositandose en tubos sin anticoagulante a
los efectos de obtener el suero. Las mismas
fueron centrifugadas y conservadas a —20°C
hasta el momento de su procesamiento.



Ciencia Veterinaria. Facultad de Ciencias Veterinarias. UNLPam-2000

Todos los sueros se sometieron al
test inmunodifusion en gel de agar (AGID),
utilizando la técnica modificada por Miran-
da y col. con antigeno provisto por
SENASA. Acto seguido los mismos sueros
fueron evaluados mediante el test de agluti-
nacién rapida en portaobjetos (RSAT) se-
gun la técnica especificada por el laborato-
rio productor del antigeno.

RESULTADOS

De los 200 caninos estudiados por
ambos métodos se encontré una concordan-

cia general del 96.5%. Con respecto al total
de muestras positivas, hubo acuerdo en las
14 (catorce) muestras (100%). Con las
negativas, el acuerdo fue menor (96,2%) ya
que de 186 (ciento ochenta y seis) muestras
negativas, los test solo coincidieron en 179
(ciento setenta y nueve). En este grupo, 7
(siete) de ellas se consideraron como falsos
positivos porque no hubo concordancia con
el gold estandar. En consecuencia la sensi-
bilidad hallada fue del 100 %, la especifici-
dad del 96.23% y el valor predictivo posi-
tivo del 66.66%. Los resultados se detallan
en Tabla 1y 2.

Tabla 1. Valores hallados para RSAT contra AGID.

AGID + AGID - Total
RSAT + 14 7 21
RSAT - 0 179 179
Total 14 186 200

Tabla 2.Valores hallados de sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo.

Sensibilidad

Especificidad

Valor Predictivo+

RSAT vs AGID

100 %

96.23 %

66.66 %

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Debido a no contar en nuestro me-
dio con técnicas como ELISA o PCR para
la deteccidn de anticuerpos o antigenos
contra Brucella canis hemos optado por
utilizar como Gold Estandar la técnica de
AGID. Si bien no es la ideal, posee una
sensibilidad y especificidad mayor que el
RSAT (Carmichael, 1998).

Evidentemente existe una fuerte
evidencia que es una prueba util en lo que
se refiere a la deteccion de animales serold-
gicamente negativos, pero que al compa-
rarla con otra mas especifica nos muestra
que es menor el porcentaje de hallazgos
positivos que son efectivamente positivos.

Por otro lado, como el numero de
caninos muestreados no fue lo suficiente-
mente ¢levado no se ha podido obtener una
cantidad importante de muestras positivas,
hecho que de haber sido posible le daria
mas peso estadistico a nuestros resultados.
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El nimero de casos de Brucelosis confir-
mados positivos fueron 14 (catorce) mien-
tras que los negativos fueron 186 (ciento
ochenta y seis).

A pesar de esto, y por no poseer
datos relacionados con la sensibilidad, es-
pecificidad y valor predictivo de RSAT del
laboratorio productor de este antigeno, los
resultados del presente trabajo son orienta-
dores en cuanto al alcance del RSAT.

Teniendo en cuenta que el RSAT es
de facil y rapida realizacion, no requiere de
instrumental sofisticado, presenta una bue-
na sensibilidad y especificidad, se puede
sugerir su uso como prueba tamiz en clini-
cas veterinarias privadas para el diagnostico
de Brucelosis canina. Entendemos que los
hallazgos obtenidos permiten estimar las
ventajas y limitaciones de este test, como
asimismo interpretar con mejor criterio los
resultados obtenidos.
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