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SALUD ANIMAL E INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS

ENSAYO DE VALIDACION DE LA PRUEBA DE FLUORESCENCIA POLARIZADA PARA EL EL
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE BRUCELOSIS BOVINA.

VALIDATION ASSAY OF FLUORESCENCE POLARIZATION TEST FOR BOVINE BRUCELLOSIS
SEROLOGICAL DIAGNOSIS.
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INTRODUCCION: Los ensayos de Fluorescencia Polarizada (FP) han demostrado una gran utilidad en la deteccién de
enfermedades infecciosas. El formato del ensayo es homogéneo lo que permite resultados Apidos (Nielsen 2002). El
principio de la prueba es que si una molécula, etiquetada con un marcador fluorescente, es excitada por una luz polarizada
plana a una determinada longitud de onda, esta rotard y lo hard a una tasa inversamente proporcional a su tamafio. En el
diagnostico seroldgico de brucelosis bovina, han sido desarrollados y validados ensayos de FP en bovinos, cerdos, ovinos,
caprinos, bisontes y ciervos (Nielsen y Gall, 2001), y ha sido aceptada por la OIE como prueba serobgica alternativa para el
diagnostico de la brucelosis bovina y porcina, siendo su rendimiento comparable o mejor a la fijacion de Complemento (OIE
Manual 2000). En ensayos de validacion en sueros de bovinos realizados en Argentina, se han observado valores de
Sensibilidad de un 98,1% y Especificidad de 99,6% con un valor de corte de 87 milipolarizaciones (mP) (Samartino et al
1999), mientras que en México se ha observado un 99,0% de Sensibilidad y un 96,9% de Especificidad con un valor de corte
de 90 mP (Dajer et al, 1999). En Canada, se han encontrado valores de Sensibilidad entre un 99,0 y 100% y de especificidad
de un 100% (Nielsen, 2002).

Objetivo: Con base a muestras provenientes de bovinos de la Décima Regién, se efectué una validacion de la prueba de
fluorescencia polarizada para el diagnéstico serolégico de brucelosis.

MATERIAL Y METODOS: Poblaciones bovinas provenientes de rebafios infectados y poblaciones indemnes provenientes
de rebafios libres de Brucelosis bovina, sometidos o0 no a vacunacion antibrucelésica con cepa 19. Muestras de bovinos
fueron colectadas en el segundo semestre de 1998 y fueron sometidas a pruebas de aislamiento bacteriobgico y de Rosa de
Bengala (RB), Fijacion de Complemento (FC) y Fluorescencia Polarizada (FP). La poblacbn expuesta estuvo constituida por
un subgrupo de 116 muestras de bovinos infectados de B. abortus confirmados por aislamiento bacteriolégico en leche y un
subgrupo de 123 muestras de bovinos, declarados infectados con base a su historial serobgico, y verificado al momento de
toma de muestra. La poblacién no expuesta estuvo constituida por una sub-poblaciéon de 335 bovinos negativos a brucelosis
bovina por serologia y aislamiento, con certificacion oficial de Libre de Brucelosis, sometidos a vacunacion con cepa 19 y
localizados en un area endémica, y una sub-poblacién de 315 bovinos negativos por serologia y aislamiento, con certificacion
oficial de Libre de Brucelosis, provenientes de una zona de brotes esporadicos y no sometidos a vacunacion anti-
brucelésica. Las muestras de bovinos fueron aleatoriamente asignados a cuatro grupos de referencia conformados por una
poblacién expuesta verificada por aislamiento o serologia y una poblacién negativa proveniente de rebafios libres con y sin
vacunacion anitbrucel6sica. Un quinto grupo estuvo constituido por el agregado de las sub-poblaciones antes sefialadas.

Se determinaron estadisticos en las poblaciones de referencia, curvas ROC, el punto de corte donde los parametros de
sensibilidad y especificidad diagndstica se igualan segin andlisis TG-ROC (Two-Graphic, Receiver Operator Characteristic) y
el punto de corte 6ptimo donde se minimizan el Costo de Clasificacién Errénea. (Misclassification Costs Term, MCT). El

analisis fue efectuado con el programa modular Computational Methods for Diagnostic Analisis (CMDT© version 1.0 b.)

RESULTADOS Y DISCUSION: La formacién de los grupos de referencia en este estudio buscé satisfacer las condiciones
epidemiolégicas que prevalecen en el sur de Chile. Los estadisticos calculados con los resultados de FP en las poblaciones
de referencia expuestas y no expuestas, evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en las sub-poblaciones
negativas vacunadas y no vacunadas.(Prueba de Mann Whitney, Z:9,096) Los estadisticos de FP observados en las
poblaciones negativas sugieren un efecto de la condicién vacunal de la poblacion analizadas El efecto de la vacunacién con
Cepa 19 sobre los resultados de FP ha sido reportado por Samartino et al (1999). Las curvas ROC demostraron la alta
habilidad discriminatoria de FP y no se evidenciaron diferencias significativas en las areas bajo la curva entre los grupos
estudiados (rango 0.991- 1.0). Con el andlisis TG -ROC se obtuvieron estimaciones de puntos de cortes que fluctuaron entre
102,5y 120,8 mP, segun el grupo de referencia y donde la Sensibilidad igual6 a la Especificidad Diagnéstica, en un rango
entre el 98,5 y 100%. En el grupo que considera la poblacién combinada se observé una Sensibilidad y Especificidad de
99,6% con un punto de corte de 111 mP. El punto de corte 6ptimo donde se minimiza el MCT, fluctué entre 102,5 a 121,0
mP segln el grupo de referencia. El punto de corte 6ptimo estimado en el grupo D, conformado por bovinos seropositivos y
bovinos de negativos provenientes de una poblacion sin vacunacién, mostré diferencias significativas con relacién al
obtenido en el grupo conformado por bovinos infectados y una poblacion negativa y con historial de vacunacién.

CONCLUSIONES: Con el analisis TG-ROC se obtuvieron diferentes puntos de corte en los grupos de referencia donde la
Sensibilidad y Especificidad no fue inferior a 98,5%. AUn cuando las estimaciones de puntos de corte no evidenciaron
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diferencias estadisticamente significativas, indicarian el efecto que tiene el origen y condicibn epidemiolégica de las
poblaciones de referencia. Las estimaciones de puntos de corte fueron superiores a las obtenidas en los estudios de
validacion de Argentina, México y Canada. De manera similar, se obtuvieron diferentes estimaciones de puntos de corte en
los grupos donde se minimiza la clasificacion errénea, sin que la prueba pierda su éptimo rendimiento. Los puntos de corte en
los grupos constituidos por poblaciones vacunadas fueron superiores a los observados en las poblaciones sin vacuna. Estos
resultados sugieren que para mantener el alto rendimiento diagnéstico de la FP, se deberia considerar la condicion de
vacunacion con cepa 19 en la interpretacion de resultados de la prueba.
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