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Inmunologia

Comunicacion breve

La técnica de polarizacion fluorescente
para el diagnoéstico de Brucella
en Chaetophractus villosus

Technique of fluorescence polarization for the
diagnosis of Brucella in Chaetophractus villosus

A técnica de polarizacdo fluorescente para
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Resumen

La brucelosis es una enfermedad muy extendida por todo el mundo. El
diagnostico se realiza mediante el uso de diferentes técnicas, entre ellas
el aislamiento del agente etiolégico o por serologia detectando anticuerpos
especificos. Todos estos métodos estan estandarizados y validados en gene-
ral para las distintas especies animales de interés zootécnico. En animales
silvestres pueden utilizarse los mismos procedimientos serolégicos, pero
cada uno debe ser validado para la especie animal estudiada. EI objetivo
de este trabajo fue comprobar si la técnica de Polarizaciéon Fluorescente
(FPA) utilizada para la determinacién de anticuerpos contra Brucella en
bovinos puede ser usada para el diagnéstico de Brucella en el armadillo
(Chaetophractus villosus). Para ello se tomaron 150 muestras de sangre de
Chaetophractus villosus. Veinticuatro muestras fueron positivas por medio
de las técnicas de antigeno bufferado en placa, seroaglutinacion lenta en
tubo, 2-mercaptoetanol y fijacion del complemento. Las mismas muestras
resultaron positivas a la técnica de Polarizacion Fluorescente, establecién-
dose un limite de corte de 82 mP. El indice Kappa registrado fue de 1 para
todos los tests de diagndstico comparados con FPA (IC: 0,84-1).

Palabras clave: polarizacion fluorescente * Brucella * Chaetophractus vi-
llosus

Abstract

Brucellosis is a disease widespread throughout the world. The diagnosis
is made through the use of different techniques including the isolation of
the etiological agent or by serology detecting specific antibodies. All these
methods are standardized and validated in general for animal species of
zoo-technical interest. In wild animals, serological procedures may be used,
but each should be validated for the particular animal species studied. The
objective of this work was to verify if the technique of Fluorescent Polariza-
tion used for the determination of antibodies against Brucella in ruminants
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can be used for the diagnosis of Brucella in Chaetophractus villosus. To this aim, s 150 blood samples
of Chaetophractus villosus were taken. Twenty-four samples were positive by the techniques of Antigen
Buffered in Plate, serum agglutination test (SAT), 2-mercaptoethanol (2-ME) agglutination test and
complement fixation test (CFT). The same samples were also positive by Fluorescent Polarization, and
a cut-off limit of 82 mP was established. The KAPPA index was 1 for all diagnostic tests compared to
FPA (CI: 0.84-1).

Keywords: fluorescent polarization * Brucella * Chaetophractus villosus

RGSUIHD

A brucelose é uma doenga muito espalhada pelo mundo. O diagndstico é feito por meio de diferentes
técnicas, incluindo o isolamento do agente etioldgico ou por sorologia detectando anticorpos especifi-
cos. Todos esses métodos sdo padronizados e validados em geral para diferentes espécies animais de
interesse zootécnico. Em animais silvestres podem ser utilizados os mesmos métodos seroldgicos, mas
cada um tem de ser validado para a espécie de animal estudada. O objectivo deste estudo foi testar se
a técnica de Polarizagdo Fluorescente utilizada para a determinagdo de anticorpos contra Brucella em
bovinos pode ser utilizada para o diagndstico de Brucella em tatu (Chaetophractus villosus). Para isso,
150 amostras de sangue de Chaetophractus villosus foram coletadas. Vinte e quatro amostras foram
positivas por técnicas de antigeno bufferado em placa, soroaglutinacao lenta em tubo, 2-mercaptoetanol
e fixacdo do complemento. As mesmas amostras foram positivas para a técnica de Polarizacao Fluores-
cente, estabelecendo um limite de corte de 82 mP. O indice Kappa registrado foi de 1 para todos os
testes de diagndstico em comparagdo com FPA (Cl: 0,84-1).

Palavras-chave: polarizacao fluorescente * Brucella * Chaetophractus villosus

Introduccién

La brucelosis es una enfermedad muy extendida por
todo el mundo. Es causada por bacterias intracelulares
facultativas gram negativas (1), la cual se caracteriza cli-
nicamente en rumiantes por uno o mas de los siguien-
tes signos: aborto, retencion de placenta, eliminacion
de los microorganismos en las secreciones uterinas y
en la leche, orquitis, epididimitis y en ocasiones muy
infrecuentes, artritis.

Esta enfermedad también ha sido detectada en
muchas especies silvestres alrededor del mundo. En
Argentina existen registros en zorro gris (Pseudalopex
gymnocercus) 17% (2), zorros colorados y grises (Dusic-
yon culpaeusy Dusicyon griseus) 17,8% (3), liebres (Lepus
europaeus) 6,6% (4) y peludos (Chaetophractus villosus)
16% (5). En algunas de estas especies se ha aislado la
brucella productora de la enfermedad, encontrandose
que la misma correspondia a Brucella suis biotipo I en el
caso de liebres (6) y peludos (5). La caza de ambas espe-
cies es habitual en la region, utilizandose su carne para
consumo. La manipulaciéon que se realiza luego de la
caza y el consumo de carne mal cocida, constituye un
serio riesgo para la salud humana considerando la alta
prevalencia encontrada, particularmente en peludos.

El diagnéstico se realiza mediante el uso de diferentes
técnicas, entre ellas el aislamiento del agente etiol6gico o
el diagnostico por serologia utilizando distintas técnicas
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como la de antigeno bufferado en placa (BPA), seroaglu-
tinacién lenta en tubo (SAT), 2-mercaptoetanol (2-ME),
Fijacion del complemento (FC), ensayo por Inmunoad-
sorcion ligado a enzimas (ELISA) y la técnica de pola-
rizacion fluorescente (FPA), siendo estos dos ultimos
ensayos similares o superiores a la FC (7).

La técnica de PFA requiere manipulaciones mini-
mas y se puede completar en pocos minutos (8).

La prueba de BPA se utiliza como screening por su
alta sensibilidad en paralelo con FC, ELISA y FPA como
pruebas confirmatorias; éstas son adecuadas tanto para
analizar rodeos como animales individuales, siendo to-
dos estos métodos estandarizados y validados para el
ganado bovino (7).

En otras especies, como por ejemplo en bufalos
(Bubalus bubalus), bisonte americano y europeo (Bison
bison, Bison bonasus), yak (Bos grunniens), ciervo colo-
rado (Cervus elaphus), camellos (Camelus bactrianusy C.
dromedarius) y camélidos sudamericanos, la infecciéon
por Brucella sp. sigue un curso similar que en el gana-
do bovino (7) (9). Para estos animales pueden utilizar-
se los mismos procedimientos serolégicos (10), pero
cada uno debe ser validado para la especie animal es-
tudiada (11) (12).

El objetivo de este trabajo fue comprobar si la técni-
ca de FPA utilizada para la determinacion de anticuer-
pos contra Brucella en diferentes especies puede ser
validada para su uso en el diagnostico de brucelosis en
Chaetophractus villosus.



Materiales y Métodos

De un total de 150 Chaetophractus villosus, capturados
en predios rurales de la provincia de La Pampa, se extra-
jo una muestra de sangre (sin anestesia), por puncion
de la rete mirabile de la cola (13), que fue centrifugada
a 2500 rpm durante 15 minutos. Luego se procedi6 a
separar el suero en tubos Eppendorfy se los almacen6 a
-20 °C hasta su procesamiento. A cada uno de los sueros
se le realizaron las siguientes pruebas BPA, SAT, 2-ME,
FCy FPA. Para comparar las distintas técnicas de bruce-
losis se utiliz6 el 7est de Concordancia de Diagnéstico
(kappa) y la proporcion de conformidad observada.

Resultados

De un total de 150 muestras de sueros de C. villosus,
se obtuvieron 24 muestras positivas a BPA. Las mismas
también resultaron positivas por medio de las técnicas
SAT, 2-Me, FC y FPA, estableciéndose un limite de corte
de 82 mP para esta ultima técnica. A ese nivel de corte la
sensibilidad y especificidad del FPA se ubicé en el 100%,
al igual que los valores predictivos positivos y negativos.

El nivel de anticuerpos para las distintas técnicas ana-
lizadas fue registrado en UI (unidades internacionales)
para cada una de las 24 muestras de sueros positivas
(Tabla I).

El indice Kappa fue de 1 para todos los tests de diag-
nostico comparados con FPA (IC: 0,84-1), consideran-
dose un nivel de confianza de 0,95%, siendo la sensi-
bilidad y especificidad del 100% para una prevalencia
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verdadera y aparente del 16%, siendo los limites de pre-
valencia entre 10,1y 21,8 (Win Episcope 2.0).

Los valores minimos y mdximos obtenidos mediante
el uso de la técnica de Polarizacion Fluorescente estu-
vieron entre 3,4 mP y 81,5 mP para los sueros negativos
y entre 82,6 mP y de 277,3 mP para los sueros positivos
(Tabla II).

Para los dos animales infectados naturalmente en los
cuales fue posible aislar Brucella suis biotipo 1 (5), la sero-
logia result6 positiva para todas las pruebas diagnosticas,
registrandose valores de FPA del orden de 106,2 mP y
271,3 mP, respectivamente, para cada uno de los sueros.

Discusion y Conclusiones

En Argentina la técnica de FPA ha sido utilizada para
la deteccion de brucelosis en fauna silvestre en Lepus
europaeus (4), Pseudalopex gymnocercus (2), Hydrochoerus
hydrochaeris (14), Blastocerus dichotomus (15) y Bubalus
bubalis (16).

En C. villosus, 1a utilizaciéon de FPA resulté ser muy
eficaz, ya que detect6é los mismos sueros positivos que
las Técnica de Aglutinacion en Placa, SAT, 2-Me y FC.
La alta concordancia entre las técnicas se ve reflejada
con un valor de Kappa de 1, por lo que se puede afir-
mar que el test de FPA a los valores de corte establecidos
(=82 mP), resulta ser una técnica aplicable a la detec-
cion serologica de Brucella en Chaetophractus villosus.

Trabajos previos realizados en animales infectados
experimentalmente con B. suis, en los cuales fue posi-
ble aislar el microorganismo de distintos 6rganos, mos-

Tabla |. Muestras positivas a BPA y grado de titulacién de SAT, 2-ME, FC y FPA.

Muestras negativas Muestras positivas Np/Nt (%)

BPA 126 24 24/150 (16)

SAT T 126 25-50 50-100 100-200 24/150 (16)
Np 2 1 21

2-ME T 126 25 25-50 50-200 24/150 (16)
Np 3 1 20

FC T 126 41 63 83 165 250 760 1323 | 24/150 (16)
Np 1 1 3 2 2 2 13

FPA T 126 82-100 100-200 > 200 24/150 (16)
Np 2 6 16

T: titulos (U.l./mL), grado de aglutinacion; Np: muestras positivas; Nt: muestra total; (%): prevalencia.

Tabla Il. Valores minimos y maximos de FPA.

Sueros N FPA Min FPA Media FPA Max
Negativos 126 3,4 60,9 81,5
Positivos 24 82,6 220,0 277,3
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traron valores muy superiores a los indicados a partir de
la tercera semana de inoculacién (datos sin publicar).
También fue posible constatar los mismos valores en
dos animales infectados naturalmente en los cuales B.
suis biotipo 1 fue aislada siendo los valores registrados
para FPA de 106,2 mP y 271,3 mP respectivamente.

La importancia de poder utilizar una técnica como
FPA, que es rapida, sencilla y de bajo costo, redunda en
un beneficio para el diagnoéstico en animales silvestres
en situaciones de reintroduccion de individuos en una
poblacion salvaje, en las translocaciones de los mismos
o en relacion con proyectos de reproduccion ex situ.
Otro de los posibles usos de esta técnica seria para la
confirmacion de la ausencia de brucellas en armadillos
(Chaetophractus villosus) destinados a consumo humano.

Como conclusién se puede decir que la técnica de
FPA mostré excelente correlacién con las otras técni-
cas utilizadas (BPA, SAT, 2-ME, FC), siendo la aplicacion
del test practicay rapida, pudiendo recomendarse para el
diagnéstico de rutina de la brucelosis en Chaetophractus
villosus.
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