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Introduccion

El presente manual esta dirigido a profesionales que se desempenan en la
Red de Nacional de Laboratorios del Senasa (Redlab) respecto a las técnicas
relacionadas con el diagnostico seroldgico de brucelosis. Estas técnicas son
internacionalmente reconocidas y recomendadas por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OMSA) y el Senasa.

Objetivos

e Colaborar con el mejor desempeno y competencia de los laboratorios que
realizan el diagndstico serologico de la brucelosis en diferentes especies ani-
males inscriptos en la Redlab.

e Proporcionar a la Redlab un instrumento que facilite el desarrollo adecuado,
sistematizado y estandarizado de los procedimientos técnicos que se realizan
en los laboratorios.

e Contribuir a la aplicacidon de las medidas de bioseguridad y controles de
calidad que deben cumplirse cuando se desarrolle un procedimiento técnico.

e Contar con un instrumento que sirva de guia para la evaluacion y monitoreo
de las actividades del laboratorio.

Abreviaturas y definiciones

e Ag: Antigeno

e Biovariedad: bv

» BPAT (Buffered plate antigen test): Aglutinacion con antigeno bufferado en
placa

e CELISA: Enzimoinmunoensayo competitivo

e C’: Complemento de cobayo

* DGLYCT: Direccion General de Laboratorios y Control Técnico
® DLA: Direccion de Laboratorio Animal

* DNSA: Direccion Nacional de Sanidad Animal
e DT: Dilucion de Trabajo

e ELISA: Enzimoinmunoensayo

* FCT: Fijacion de Complemento Test

* FPA: Ensayo de Polarizacion Fluorescente

* GR: Glébulos Rojos

e |[ELISA: Enzimoinmunoensayo Indirecto

¢ IgG: Inmunoglobulina G

¢ |gM: Inmunoglobulina M

 LPS: Lipopolisacarido

e 2-ME: 2- Mercaptoethanol

e M: Molar

e mP: milipolarizacién




* MRT (PAL): Prueba de anillo en leche

e OMSA: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

e PAC: Poder anticomplementario

e RBT: Rosa de Bengala Test

* Renspa: Registro Nacional de Productores Agropecuarios
e SAT: Seroaglutinacion lenta en tubo

* SB: Solucion Buffer

e Senasa: Servicio de Sanidad y Calidad Agroalimentaria

* SH: Sistema Hemolitico

 Ul/ml: Unidades Internacionales por mililitro

e UIFCT/mL: Unidad Internacional fijadora del complemento Test por mililitro
e UA: Unidad de Antigeno

e UC: Unidad de Complemento

* UH: Unidad de Hemolisina

Medidas generales de bioseguridad y seguridad en
el laboratorio

Se entiende por bioseguridad: La disciplina que trata el manejo seguro y la
contencion de microorganismos infecciosos y materiales bioldgicos peligro-
sos. La practica del manejo seguro de microorganismos patégenos y sus to-
xinas en el laboratorio bioldgico se realiza a través de la aplicacion de los
principios de contencion y la evaluacién de riesgos.

Principios de bioseguridad

El término “contencion” se utiliza para describir métodos seguros para ma-
nejar materiales infecciosos en el medio ambiente del laboratorio, donde son
manipulados o conservados. El objetivo de la contencion es reducir o eliminar
la exposicion de quienes trabajan en laboratorios u otras personas, y del me-
dio ambiente externo a agentes potencialmente peligrosos.

Contencion primaria: la proteccion del personal y del medio ambiente inme-
diato del laboratorio de la exposicidn a agentes infecciosos es provista tanto
mediante buenas técnicas microbioldgicas como a través del uso de Equipos
de Proteccién Personal (EPP) de seguridad adecuados. La aplicacion de vacu-
nas al personal cuando corresponda puede brindar un mayor nivel de protec-
cion del personal.

Contencion secundaria: la proteccion del medioambiente externo al laborato-
rio de la exposicion a materiales infecciosos se logra a través de una combina-
cion del diseno de la instalacion y practicas operativas.

Por lo tanto, los elementos de contencidn incluyen practicas y técnicas de la-
boratorio, equipos de seguridad y el disefo de la instalacion. La evaluacion del
riesgo del trabajo a realizar con un agente especifico determinara la combina-
cion apropiada de estos elementos.

Practicas y técnicas de laboratorio: el elemento mas importante de la con-
tencion es el cumplimiento estricto de las practicas y técnicas microbioldgicas
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estandares. Las personas que trabajan con agentes infecciosos o materiales
potencialmente infectados deben conocer los riesgos potenciales, y también
deben estar capacitados y ser expertos en las practicas y técnicas requeridas
para manipular dichos materiales en forma segura.

Cada laboratorio esta obligado a desarrollar o adoptar un manual de ope-
raciones o de bioseguridad que identifique los riesgos que se encontraran o
puedan producirse, y que especifique las practicas y procedimientos destina-
dos a minimizar o eliminar las exposiciones a estos riesgos. Se debe alertar
al personal acerca de los riesgos especialesy se le debe exigir que leay cum-
pla las practicas y procedimientos requeridos. El personal capacitado y bien
informado acerca de las técnicas de laboratorio adecuadas, procedimientos
de seguridad y riesgos asociados a la manipulacion de agentes infecciosos
debe ser el responsable de la conduccidn de los trabajos con cualquier agen-
te o material infeccioso. Esta persona tiene la obligacion de consultar a pro-
fesionales especializados en bioseguridad u otros profesionales de la saludy
seguridad respecto de la evaluacion del riesgo.

Cuando las practicas de laboratorio estdndares no son suficientes para con-
trolar los riesgos asociados a un agente o a un procedimiento de laboratorio
particular, quizas sea necesario aplicar medidas adicionales. El director del
laboratorio es responsable de seleccionar practicas de seguridad adiciona-
les, que deben guardar relacion con los riesgos relacionados con el agente o
procedimiento.

El director o (a persona a cargo del laboratorio es responsable de brindar u organizar
la capacitacion adecuada del personal

Practicas operativas seguras y habitos personales
e Limitar o restringir el acceso al laboratorio.

e Disenar el laboratorio para que su limpieza sea sencilla. Las super-
ficies de las mesas de trabajo deben ser impermeables al agua y ser
resistentes al calor moderado y a solventes organicos, acidos, alcalis y
productos quimicos utilizados para descontaminar la superficie de tra-
bajo y los equipos.

 Seleccionar muebles de laboratorio con capacidad de soportar cargas
y usos previstos. Los espacios entre las mesas de trabajo, gabinetes y
equipos deben ser accesibles para su limpieza.

e Cada laboratorio debe contener una pileta para el lavado de manos.
e Adecuar la iluminacidn para todas las actividades, evitando los refle-
josy el brillo que pueda molestar la vision.




* Proveer mosquiteros para las ventanas del laboratorio que se abren
hacia el exterior (en lo posible deberian ser fijas).

e Usar ambos, delantales, batas o uniformes de laboratorio de protec-
cion adecuados durante la permanencia en el mismo. Retirar y dejar
esta ropa de proteccion en el laboratorio antes de dirigirse a otras areas
(por ejemplo, cafeteria, biblioteca, oficinas administrativas); ademas,
usar calzado cerrado y cabello recogido.

e Es obligatorio el uso de guantes cuando es probable que las manos
entren en contacto con materiales infecciosos, superficies o equipos
contaminados (puede ser apropiado el uso de dos pares de guantes).
Descartar los guantes cuando estan contaminados y retirarlos cuan-
do se completa el trabajo con los materiales infecciosos o cuando esta
comprometida la integridad del guante. Los guantes descartables no
se lavan, no se vuelven a usar, ni se utilizan para tocar superficies “lim-
pias” (teclados, teléfonos, picaportes, entre otros), y no se deben usar
fuera del laboratorio.

* No estad permitido comer, beber, fumar, manipular lentes de contac-
to, maquillarse o almacenar alimentos para uso humano en areas de
trabajo.

e Utilizar proteccion ocular para los procedimientos en los que se pue-
dan producir salpicaduras de microorganismos u otros materiales pe-
ligrosos. Las personas que usan lentes de contacto en laboratorios de-
ben también utilizar antiparras o un protector facial.

e Lavarse las manos luego de manipular materiales viables, luego de
quitarse los guantes y antes de retirarse del laboratorio. (Ver Anexo 1),

e Almacenar los alimentos fuera del area de trabajo en gabinetes o re-
frigeradores designados y utilizados con este Unico fin.

e Estad prohibido pipetear con la boca: utilizar dispositivos de pipeteo
mecanicos. Aplicar politicas para el manejo seguro de objetos cortan-
tes o punzantes.

e | levar a cabo todos los procedimientos con precaucion a fin de mini-
mizar la creacion de salpicaduras o aerosoles.

e Descontaminar las superficies de trabajo como minimo una vez por
dia, luego de finalizar las tareas y ante todo derrame de material viable.

e Descontaminar todos los cultivos, stocks y otros desechos reglamen-
tados antes de ser desechados mediante un método aprobado, como
por ejemplo, mediante autoclave. Los materiales que se deben descon-
taminar fuera del laboratorio inmediato son colocados en un recipiente
duradero, estanco y cerrado para su transporte desde el laboratorio.
Los materiales que se deben descontaminar fuera del laboratorio in-
mediato se embalan de conformidad con las normas locales, estatales




y federales aplicables antes de retirarlos del establecimiento de acuer-
do a las indicaciones de la Ley 24.051 de Residuos Peligrosos.

e El laboratorio debe tener las hojas de seguridad' de cada sustancia
quimica que utiliza en formato impreso y capacitar al personal sobre
las mismas.

Limpieza y desinfeccion del laboratorio

Todo laboratorio debe tener un programa con métodos de limpieza y desin-
feccion bien definidos para disminuir los riesgos de contaminacidn con mate-
riales peligrosos acorde a las caracteristicas del lugar y volumen de trabajo.

La limpieza de los laboratorios incluye a los equipos, mesas de trabajo, hela-
deras, freezer, aberturas, etc. Dentro de la limpieza se debe incluir el control
de insectos y roedores.

Eliminacion de residuos peligrosos (patologicos/quimicos)

El laboratorio debe elaborar un procedimiento de la manipulacion, clasifica-
ciony descarte de los residuos peligrosos ya que pueden causar dano, direc-
ta o indirectamente a seres vivos o contaminar el suelo, el agua, la atmdsfera
o el ambiente en general.

Se consideran residuos patoldgicos/quimicos al material bioldgico de diver-
sos origenes que puede no tener caracteristicas infecciosas pero si de toxi-
cidad. Un residuo se considera toxico cuando es capaz de, a determinadas
dosis, provocar una accion quimica o quimico-fisica que cause dano en la
salud, luego de estar en contacto con la piel o las mucosas o de haber pene-
trado en el organismo por cualquier via.

Los residuos seran acumulados en recipientes colocados convenientemente
y en cantidad suficiente en el lugar de generacion de los mismos.

Los mismos se podran tratar mediante los siguientes métodos: incineracion,
enterramiento por relleno de seguridad, esterilizacién por autoclave, ya sea
por el mismo laboratorio o por empresas dedicadas a ese fin. Se ajustara a la
normativa establecida por la jurisdiccion donde se encuentra el laboratorio.

Aseguramiento de la calidad en el laboratorio

Se debe cumplimentar la reglamentacion vigente de acuerdo a las BPL (bue-
nas practicas de laboratorio), requisitos particulares del Senasa y la Norma
ISO/IEC 17025 (ultima version vigente) segun la categoria del laboratorio.

'Es un documento que indica las particularidades y propiedades de una determinada sustancia para su uso mas adecuado (en inglés, Material Safety Data
Sheet o MSDS). El principal objetivo de esta hoja es proteger la integridad fisica del operador durante la manipulacién de la sustancia. Esta hoja o ficha
contiene las instrucciones detalladas para su manejo y persigue reducir los riesgos laborales y medioambientales.
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Para que los resultados del diagndstico sean uniformes, confiables y traza-
bles, deben efectuarse siguiendo técnicas estandarizadas, con operadores
capacitados en la realizacion e interpretacion de los resultados, utilizando
equipos y reactivos controlados.

Los procedimientos de laboratorio estan sujetos a multiples causas de error
que deben ser detectados para poder aplicar correcciones o acciones correc-
tivas.

Los procedimientos se pueden monitorear mediante controles internos con la
utilizacion diaria de sueros controles internos con titulos conocidos; mientras
que el control externo —que se refiere al realizado por un laboratorio de refe-
rencia- se puede hacer mediante auditorias que revisen los métodos analiti-
cos, la organizacion del trabajo del laboratorio y los procedimientos de control
de calidad internos implementados.

Respecto a la participacidon en ensayos interlaboratorios, los mismos deben
ser provenientes de organismos reconocidos y programas de ensayos de ap-
titud. Se deben mantener documentados los resultados y, en caso de obtener
resultados no satisfactorios, implementar las acciones correctivas pertinen-
tes para su seguimiento y cierre.

Del mismo modo podran utilizarse otras herramientas a los fines de garanti-
zar el desempeno adecuado y asegurar la calidad de los resultados de ensayo,
como la confeccion de graficos de control?.

El control permanente de la calidad de los resultados junto con las buenas
practicas de laboratorio que incluye la utilizacion de técnicas evaluadas, per-
sonal capacitado y operaciones estandarizadas, garantiza el resultado confia-
ble del diagnostico.

Control de calidad de insumos

Todos los insumos y reactivos que se utilizan en el laboratorio deben ser esta-
blecidos con formulas y procedimientos detallados en manuales disponibles
en el area de trabajo.

La composicion, el tipo de envase, la identificacion y el lugar de almacena-
miento deben ser los indicados en los manuales. No introducir cambios que
no estén registrados y autorizados por el responsable del laboratorio.

Todos los insumos y materiales de referencia deben cumplir
con las especificaciones registradas.

? Diagrama que sirve para examinar si un proceso se encuentra en una condicion estable, o para asegurar que se mantenga en esa condicion.
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Los reactivos bioldgicos que se emplean en las técnicas de ensayo deben
utilizarse de acuerdo a las especificaciones del manual de procedimientos
operativos correspondiente, respetando las indicaciones para la conserva-
cidn, almacenamiento y titulacion.

Los reactivos para el diagndstico de brucelosis que se comercializan en la
Republica Argentina, deben cumplir la normativa vigente del Senasay apro-
bar el control de calidad de cada lote o serie indicado en la estampilla co-
rrespondiente. Se debe llevar un registro de cada lote de antigeno/kit que

00000000 se utiliza con la fecha de uso.

En los laboratorios se requiere usar agua con minimo de impurezas. Los re-
quisitos de calidad o pureza se encuentran establecidos sobre la base de di-
ferentes normas o criterios, dependiendo de las instituciones u organismos
internacionales que establecen las referencias. Entre éstas se encuentran la
American Society for Testing and Materials (ASTM), British Standards Institution (BSI) y la International Or-
ganization for Standardization (1SO). Actualmente estan definidos los diferentes niveles
de pureza del agua en funcion de los parametros fisico-quimicos, tales como
conductividad eléctrica, resistividad, contenido de carbono, oxigeno o silice.

Clasificacion del agua de acuerdo a su caracteristica fisicoguimica.
Especificaciones segiin 150 3696

Parametros Fisicoquimicos

: : : : : : : : : : Clasificacidn de los tipos de agua segin NC-150 3696: 2004

Grado 1- Exenta basicamente de contaminantes constituidos por iones di-
sueltos o coloidales y materias organicas. Es apropiada para los requisitos
de analisis mas exigentes, incluyendo la cromatografia liquida de alta defi-
nicion. Se puede preparar por un tratamiento adicional del agua de grado 2
(por ejemplo osmosis inversa o desionizacion seguida de filtrado a través de
una membrana con tamano de poro de 0,2 um para separar las particulas, o
por redestilacion en un aparato de silice fundido).

Grado 2- Con muy pocos contaminantes inorganicos, organicos o coloida-
les. Es apropiada para analisis delicados, incluyendo la espectrometria de
absorcion atomica (EAA) y la determinacion de componentes en cantidades
minimas. Se puede preparar por destilacion multiple o por desionizacion u
osmosis inversa seguida de destilacion.
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Grado 3- Apropiada para la mayoria de los trabajos de quimica en laborato-
rios por via hUmeda y la preparacion de soluciones de reactivos. Se puede
preparar mediante una sola destilacion, por desionizacidn o por osmosis in-
versa. Salvo indicacion en contrario, se puede utilizar para el trabajo normal
de analisis.

Equipos

El laboratorio debe tener inventario del equipamiento y un programa de con-
trol y mantenimiento de los equipos que emplea en el laboratorio.

El equipamiento que afecte la calidad de los resultados de ensayo, debe
mantenerse controlado, estipulando dentro de un programa los intervalos
de control, calibracidn /verificacion y mantenimiento de los mismos.

Sobre la enfermedad?

Brucelosis es el nombre genérico que se aplica a las infecciones, humanas
o animales causadas por distintas especies del género Brucella, principal-
mente Brucella abortus, B. melitensis y B. suis.

La infeccion del ganado ovino por B. ovis se describe por separado en el Capi-
tulo 3.7.7 Epididimitis ovina (Brucella ovis) del manual de la OMSA.

Agente: Brucella (B. abortus, B. melitensis, B. suis)

El género Brucella forma parte de la familia Brucellaceae, que a su vez forma parte
del orden Rhizobiales, en la clase alphaproteobacteria. Presenta una estre-
cha relacion genética con ciertos agentes patdgenos de las plantas y sim-
biontes de los géneros Agrobacterium y Rhizobium, asi como con agentes patégenos
de animales (Bartonella) y bacterias oportunistas o del suelo (Ochrobactrum).

La evidencia genética e inmunoldgica indica que todos los miembros del
género Brucella estan estrechamente relacionados. Sin embargo, teniendo en
cuenta que existen diferencias relevantes entre las principales variantes en
cuanto al tipo de hospedadory a la epidemiologia, asi como evidencias mo-
leculares de variaciones gendmicas, el Comité Internacional de Sistema-
tica de Procariotas, Subcomité de Taxonomia de Brucella, adopté en 2005
una decision firme sobre el retorno a las posiciones anteriores a 1986 en
lo relativo a la taxonomia de Brucella; la consecuencia de ese posicionamien-
to es la reaprobacion de las seis especies de Brucella con sus biovariedades
reconocidas. Los nombres clasicos relacionados con las seis especies de
Brucella estéan publicados en las Listas Autorizadas de Nombres de Bacterias
de 1980, y las cepas tipicas designadas aparecen asociadas a esos nombres
publicados y validados: Brucella abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis. Las

3Fuente: Capitulo 3.1.4.- Manual Organizacién Mundial de Sanidad Animal -OMSAJ- version 2022.
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tres primeras se subdividen en biovariedades por sus caracteristicas de
cultivo y seroldgicas. En la Ultima década se han aislado cepas de Brucella de
mamiferos marinos que no pueden adscribirse a ninguna de las especies
ya reconocidas. Hay estudios en curso destinados a establecer su posicidn
en la taxonomia de este género y se ha propuesto que podrian clasificarse
en dos nuevas especies, B. cetiy B. pinnipedialis. Recientemente se ha aislado una
nueva cepa, denominada Brucella microti, en el topillo campesino (Microtus arvalis) y
en zorros y suelo de Europa Central (Scholz et al., 2008). También se han
descrito por primera vez ciertas cepas aisladas de infecciones humanas de
implantes mamarios y de pulmdn, aunque todavia no esta claro cual es el
reservorio natural de las mismas. Si bien solo se han descrito dos cepas
de cada nuevo tipo, formalmente se han publicado como décima y onceava
especies de Brucella, B. inopinata y B. papionis, respectivamente (Scholz et al., 2010;
Whatmore et al., 2014]. Por ultimo, las cepas aisladas de roedores, zorros
y ranas se han caracterizado como cepas atipicas de Brucella claramente
diferenciables de las especies descritas actualmente, pero todavia no se
han aprobado como nuevas especies de Brucella.

Descripcion de la enfermedad
Infeccidn por Brucella en ganado bovino

La infeccion por Brucella en el ganado bovino suele estar causada por biova-
riedades (bv.) de Brucella abortus. En algunos paises, sobre todo del sur de Euro-
pa, Africa y Asia occidental, en los que el ganado bovino se cria en estrecha
relacion con ganado ovino o caprino, la infeccion también puede deberse
a B melitensis (Verger, 1985). En ocasiones, B suis puede causar una infeccion
cronica de la glandula mamaria del ganado bovino, pero no se ha observa-
do que cause aborto ni que se transmita a otros animales. La infeccidén por
Brucella en ganado bovino se transmite a nivel mundial, pero varios paises del
nortey centro de Europa, asi como Canada, Japon, Australiay Nueva Zelan-
da se consideran libres tanto de 8. abortus como de B. melitensis. Esta enfermedad
suele ser asintomatica en animales de corta edad y en hembras no gestan-
tes. Tras la infeccion por B. abortus 0 B. melitensis, las hembras adultas gestantes
presentan placentitis, que suele dar lugar a aborto entre el quinto y el no-
veno mes de gestacion. Incluso en ausencia de aborto, en la placenta, los
liquidos fetales y las secreciones vaginales producen una profusa excrecion
del microorganismo. La glandula mamaria y los ganglios linfaticos rela-
cionados también pueden resultar infectados, y es posible que se excreten
microorganismos con la leche. Las siguientes gestaciones suelen llegar a
término, pero la infeccion uterina y mamaria reaparece, con cantidades ba-
jas de microorganismos tanto en los productos del parto como en la leche.
En las infecciones agudas, el microorganismo se encuentra presente en la
mayoria de ganglios linfaticos principales del organismo. Los bovinos ma-
chos adultos pueden presentar orquitis/epididimitis y la brucelosis puede
ser una causa de infertilidad en ambos sexos. Los higromas, que suelen
afectar a las articulaciones de las extremidades, son un signo frecuente
en caso de brucelosis en algunos paises tropicales y pueden ser el Unico
indicador manifiesto de infeccion; el liquido de los higromas suele estar
infectado por Brucella.
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Infeccidn por Brucella en ovejas y cabras

La infeccion por Brucella en ovejas y cabras (excepto la infeccion por B. ovis) esta
causada principalmente por las biovariedades de B. melitensis. En ovejas y ca-
bras se han observado infecciones esporadicas causadas por B. abortus o B. suis,
pero estos casos son extremadamente infrecuentes. La infeccidon por Brucella
en ovejas y cabras es endémica en la region del Mediterraneo, pero se dan
casos en todo el mundo. América del Norte (excepto México) se considera
libre del agente, del mismo modo que el norte y el centro de Europa, el su-
deste asiatico, Australia y Nueva Zelanda.

Patoldgica y epidemioldgicamente, la infeccidn por B. melitensis en ovejas y ca-
bras es muy similar a la infeccidn por B abortus en ganado bovino. En la mayoria
de los casos, las vias principales de transmision de Brucella son la placenta, los
liquidos fetales y las secreciones vaginales expulsadas por las ovejas y ca-
bras infectadas, ya sea al abortar o al parir a término. La expulsién de Brucella
también es frecuente en las secreciones de la ubre y en el semen, y puede
aislarse Brucella de distintos tejidos, como los ganglios linfaticos de la cabeza,
el bazoy los drganos asociados a la reproduccion (Utero, epididimo y testicu-
los), asi como de lesiones artriticas (Alton et al., 1988].

Infeccidn por Brucella en cerdos

La infeccidn por Brucella en cerdos esta causada principalmente por las biova-
riedades 1, 2 o 3 de B suis. En cerdos también se han observado infecciones
esporadicas por B. abortus 0 B. melitensis, pero estos casos son muy infrecuentes.
La enfermedad tiene lugar en muchos paises en los que se crian cerdos.
En general, la prevalencia es baja, pero en algunas regiones, como América
del Sur o el sudeste asiatico, la prevalencia puede ser mucho mas alta. En
algunos paises, la brucelosis porcina puede ser un problema grave, aunque
actualmente no reconocido. Se ha observado infeccion por la bv 1 de Brucella
suis en jabalies de algunos estados del sur de EE.UU., asi como de Queens-
land (Australia) y de otros paises de Oceania. En estos paises, se han docu-
mentado varias infecciones humanas en personas que practicaban la caza
y manipulaban material obtenido de jabalies. En general, la enfermedad se
transmite por la ingesta de alimento contaminado por productos del parto o
de un aborto, o bien por secreciones uterinas. Los cerdos se comen de inme-
diato los fetos abortados y las membranas fetales. La transmisidn durante la
copula también es frecuente, y la excrecidn de Bsuis en el semen tiene impli-
caciones para el personal que lleva a cabo la inseminacion artificial. En los
cerdos, como en los rumiantes, tras la bacteriemia inicial, 8. suis coloniza las
células del tracto reproductor de ambos sexos. En las hembras, resultan in-
vadidas la placenta y los fetos, mientras que en los machos la invasion tiene
lugar en uno o mas de los siguientes tejidos: testiculos, prdstata, epididimo,
vesiculas seminales o glandulas bulbouretrales. En los machos, las lesio-
nes, que suelen ser unilaterales, empiezan con una hiperplasia que puede
avanzar a absceso; la fase final se caracteriza por esclerosis y atrofia. Pue-
den aparecer artritis en varias articulaciones, y a veces tiene lugar una es-
pondilitis. En las cerdas, el signo mas frecuente de brucelosis es el aborto en
cualquier momento de la gestacion, aunque es mas habitual entre los dias
50y 110. La secrecion vaginal no suele ser evidente y, en los rebanos infec-
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tados de forma crdnica, el signo clinico mas relevante es la infertilidad, no el
aborto. En los machos, la brucelosis tiene mas probabilidades de ser persis-
tente, y ocasiona lesiones en el tracto genital que a menudo dan lugar a una
interferencia con la actividad sexual, que puede ser temporal o irreversible. El
verraco puede excretar Brucella con el semen sin ninguna anomalia aparente en
los 6rganos sexuales ni interferencia con la actividad sexual. En ambos sexos
puede aparecer una tumefaccidn articular y de las vainas de los tendones,
cojera y, en ocasiones, paralisis posterior. Un porcentaje considerable tanto
de cerdos como de cerdas se recupera de la infeccidon, a menudo en un plazo
maximo de 6 meses, pero muchos quedan infectados de por vida (Olsen et al.,
2012). La infeccidon causada por la bv 2 de B suis difiere de la causada por la bv
1y labv3encuanto ala gama de hospedadores, la distribucién y la patogeni-
cidad. Histéricamente, la distribucién geografica de la bv 2 de 8. suis ha sido un
amplio territorio situado entre Escandinavia y los Balcanes. La prevalencia en
jabalies parece ser alta en toda Europa continental (EFSA, 2009). En los brotes
de Europa, los jabalies intervienen como fuente de transmision de la bv 2 a
cerdos criados en el exterior, y se consideran el principal reservorio salvaje de
esta infeccion (EFSA, 2009). La bv 2 de Brucella suis causa lesiones miliares, sobre
todo en tejidos reproductivos, que a menudo se vuelven purulentas. Hasta la
fecha, la bv 2 se ha documentado en muy pocos casos como causa de bru-
celosis humana. No obstante, si se han observado infecciones por la bv2 en
cazadores con inmunocompromiso que hayan estado excesivamente expues-
tos debido a practicas como el destripado y despellejado de jabalies o liebres.
Asimismo, en ganado bovino y ovino de Europa expuesto a jabalies infectados,
se han observado casos, aunque muy infrecuentes, de infeccion por la bv 2 de
B. suis sin signos clinicos.

Infeccidn por Brucella en otras especies: domésticas, salvajes en cautiverio o en libertad

Se ha observado infeccion por B. abortus y B. melitensis en el dromedario (Camelus drome-
darius) y en el camello (C. bactrianus), asi como en camélidos de América del Sur: la
(lama (Lama glama), la alpaca (Lama pacos), el guanaco (Lama guanicoe) y la vicuna (Vicugne
vicugne), y se ha relacionado con el contacto con rumiantes grandes y pequefios
infectados por B. abortus y B. melitensis. Asimismo, se ha observado brucelosis en el
bufalo doméstico (Bubalus bubalis), el bisonte americano y el europeo (Bison bison y B.
bonasus, respectivamente), el yak (Bos grunniens), el elk/wapiti (Cervus elaphus), el bufalo
africano (Syncerus caffer) y varias especies de antilopes de Africa. Los signos clini-
cos de brucelosis en estos animales son similares a los que se observan en el
ganado bovino, ovino y caprino.

La infeccion por Brucella melitensis en rumiantes salvajes puede tener lugar cuando
estas especies se encuentran en estrecho contacto con ovejas y cabras de zo-
nas enzodticas. Los signos de la brucelosis en estos animales son similares a
los que se observan en bovinos, ovinos y caprinos, pero en varias especies de
rumiantes salvajes (como el rebeco [Rupicapra rupicapral, el ibex alpino [Capra ibex] y la
cabra ibérica [Capra pyrenaical salvaje) se ha observado artritis purulenta o calcifi-
cada y orquitis, asi como uveitis y problemas neuroldgicos. Estas especies se
consideran portadores terminales, que no pueden transmitir la enfermedad,
la cual suele desaparecer de forma natural en cuanto la infeccidn por Brucella
se ha erradicado del ganado doméstico, a no ser que tengan lugar efectos
antropogénicos.
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Existen dos tipos distintos de situacion epidemioldgica respecto a la infeccion
por B. suis en otras especies no porcinas. En el primer caso, la infeccion por
B. suis tiene lugar en animales que no son el hospedador natural de la infeccion
concreta mediante la ingesta de materiales contaminados o por cohabitacion
con hospedadores naturales infectados. Por ejemplo, zorros y lobos del artico
pueden contraer la bv 4 de B.suis del reno; los perros y los roedores, como ratas
o ratones, pueden contraer otras biovariedades de B suis por cohabitacion con
hospedadores infectados; y el ganado bovino y los caballos pueden resultar
infectados por cohabitacion o interacciéon con porcinos infectados. Las bacte-
rias infectantes pertenecen siempre a las biovariedades definidas de especies
hospedadoras naturales. En el segundo caso, los hospedadores naturales de
B. suis o microorganismos similares a B. suis son especies salvajes. Un ejemplo es
la denominada brucelosis murina de la Comunidad de Estados Independien-
tes (CIS]) y los paises balticos, donde pequefos roedores resultan infectados
por la bv 5 de B suis. Una situacidn similar se ha observado en Australia, donde,
a partir de roedores, se han aislado cepas parecidas a 8. suis pero con caracte-
risticas distintas; finalmente se ha considerado que son distintas de B. suis en
funcion del perfil genético.

Ademas del jabali, la liebre comun europea (Lepus evropaeus) también se considera
reservorio de la bv 2 de B suis y se ha observado que interviene como posible
fuente de transmision al ganado doméstico. En la liebre comun europea, la
enfermedad se caracteriza por la formacién de nddulos de tamanos variables
comprendidos entre el de una semilla de mijo y el de una cereza o incluso
mayor; a menudo se vuelven purulentos. Estos nédulos pueden desarrollarse
en casi cualquier lugar, a veces en el tejido subcutdneo o intramuscular, en
el bazo, el higado o los pulmones y en los érganos reproductivos de ambos
sexos. La condicion corporal de la liebre puede quedar sorprendentemente
intacta. Otras especies también pueden resultar infectadas por cohabitacion
con cerdos, jabalies o liebres infectados por la bv 2 de B suis. El destripado o
despellejado de jabalies en explotaciones bovinas podria ser una via de trans-
mision al ganado bovino. La bv 4 de Brucella suis causa una zoonosis grave en re-
nos salvajes o domesticados (Rangifer tarandus y sus distintas subespecies) en toda
la region del Artico, incluidos Siberia, Canada y Alaska. Rangifer tarandus es muy
susceptible a la infeccion por B. suis, que causa fiebre, abatimiento y distintos
signos locales, como aborto, retencion de placenta, metritis, a veces con se-
creciones sanguinolentas, mastitis, bursitis y orquitis. La transmision al ser
humano puede tener lugar por contacto directo o por el consumo de leche
cruda u otros productos cocidos de manera insuficiente procedentes del reno,
especialmente la médula désea.

Riesgo zoondtico y requisitos de bioseguridad

Ciertas especies de Bucella, sobre todo B. melitensis, B. abortus, B. suis -y probablemente
en menor medida B canis- son facilmente transmisibles al ser humano, en el
que causan un proceso febril (fiebre ondulante) que puede avanzar a una for-
ma mas crdnica y también producir complicaciones graves que afecten a los
sistemas musculo esquelético, cardiovascular y al sistema nervioso central.
Deben aplicarse medidas de precaucion para prevenir la infecciéon humana. La
infeccion se contrae basicamente por via oral, respiratoria o conjuntival, pero
la ingesta de productos lacteos crudos constituye el principal riesgo para el
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publico general en los lugares en los que la enfermedad es endémica. Existe
un riesgo ocupacional en veterinarios, trabajadores de mataderos y ganaderos
que manipulen animales/canales infectados y fetos abortados o placentas. La
brucelosis también es una de las infecciones de laboratorio mas faciles de
contraer, y todas las manipulaciones de laboratorio relacionadas con cultivos
vivos o0 material que pueda estar infectado o contaminado deben realizarse a
un nivel de bioseguridad y contencion adecuado, que se determinara a partir
de un analisis del riesgo bioldgico. Se han realizado recomendaciones especi-
ficas relativas a las precauciones en materia de bioseguridad que deben apli-
carse con los materiales infectados por Brucella (se ofrece mas informacién en
Alton etal, 1988; Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Brucelosis, 1986; OMS,
1953; OMS, 2004).

Todos los abortos en el ganado deben considerarse como casos sospechosos
de brucelosis y deberian investigarse. El cuadro clinico no es patognomadnico,
aunque la historia del rebano puede servir de ayuda. El diagndstico inequivoco
de infecciones por Brucella solo puede hacerse por aislamiento e identificacion
de Brucella, pero en situaciones en las que no es posible el analisis bacteriologi-
co, el diagndstico puede basarse en métodos seroldgicos.

Técnicas de diagndstico

Pruebas seroldgicas

No existe una prueba Unica que permita la identificacion de Bucella. Normalmente
se necesita una combinacion de los métodos seroldgicos y bacteriologicos.

Ninguna prueba seroldgica aislada es adecuada en todas y cada una de las
situaciones epidemioldgicas, presentando limitaciones en el analisis de ani-
males individuales. Se deben considerar todos los factores que influyen en la
relevancia del método de prueba y de sus resultados para una aplicacién o
interpretacion diagnostica especifica. Los métodos seroldgicos que se des-
criben en este manual son métodos estandarizados y validados, con caracte-
risticas de realizacion adecuadas para ser consideradas pruebas obligadas o
alternativas en el comercio internacional. Esto no impide el uso de pruebas
modificadas o similares o la utilizacidn de reactivos diferentes. Sin embargo,
los métodos y reactivos descritos en esté manual suponen un estandar de
comparacion respecto a la realizacion esperada del diagndstico.

Debe resaltarse que la prueba de seroaglutinacion lenta en tubo (SAT) se con-
sidera inadecuada a efectos del comercio internacional. La prueba de fijacion
de complemento (FCT) es mas especifica que la SAT para el diagndstico y ade-
mas posee un sistema estandarizado de unidades.

Para el control de la brucelosis a nivel nacional o local, son adecuadas para el
analisis las pruebas con antigeno tamponado de Brucella, es decir, la prueba
con rosa de bengala (RBT] y la prueba de aglutinacion tamponada en placa
(BPAT]), asi como el enzimoinmunoensayo (ELISA) y el ensayo de polarizacion
fluorescente (FPA). Las reacciones positivas deben volverse a analizar utili-
zando una estrategia confirmatoria adecuada.
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En otras especies, como por ejemplo en bufalos (Bubalus bubalus), bisonte ameri-
cano y europeo (Bison bison, Bison bonasus), yak (Bos grunniens), elk/wapiti (Cervus elaphus), ca-
mellos (Camelus dromedarius, C.bactrianus) y camélidos sudamericanos, la infeccién por
Brucella sigue un curso similar al del ganado bovino. Para estos animales pue-
den utilizarse los mismos procedimientos seroldgicos, pero cada uno debe
ser validado en el animal estudiado.

Tabla 1

Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de infeccion por Brucella abortus,
melitensis o suis (Manual OMSA, 2022).

Propadsito

Identificacion del agente

Métodos de tincion
Cultivo

PCR¢

Deteccion de la respuesta inmune

BBAT (RBT o BPAT)

FPA

(@)
B
=

wn

gUJ
3|35

Pruebas basadas
en el NH y proteinas
del citosol®

Prueba en leche de
tanque’ |- ELISA en
leche o prueba de
anillo en leche

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método adecuado; + = puede utilizar-
se en ciertas situaciones, pero el costo, la fiabilidad u otros factores limitan su
aplicacion; - = no adecuado para esta finalidad.

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; BBAT = pruebas con antigeno

aglutinacion en suero; NH = hapteno nativo.
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a Solo aplicable a rebafos / manadas, paises o zonas libres de la infeccion por
Brucella.

b Para aumentar la eficiencia de las politicas de erradicacion en rebafos/
manadas, se recomienda combinar pruebas para aumentar la sensibilidad en
cuanto al diagnostico, es decir, al menos dos pruebas seroldgicas, como BBAT
o FPAy CFT o |- ELISA. La sensibilidad aumenta aun mas si se aplica simulta-
neamente seroldgica y BST.

¢ En zonas de prevalencia baja o casi libres, el valor predictivo de los resulta-
dos positivos en las pruebas seroldgicas puede ser muy bajo. En tales situa-
ciones, para confirmar casos clinicos suele ser necesario identificar el agente
causal.

En rebafos/manadas infectados, un resultado positivo en cualquier prueba
seroldgica puede considerarse una confirmacion de un caso clinico. Todo ani-
mal que dé positivo en cualquier prueba debe considerarse infectado, incluso
en ausencia de signos clinicos.

En zonas de prevalencia baja o casi libres, los resultados positivos aislados
pueden confirmarse mediante cultivo (o PCR) o BST.

En paises o zonas libres, los animales sospechosos son los que dan positivo
tanto en una prueba seroldgica de cribado como en una confirmativa (pruebas
en serie) y pueden confirmarse mediante cultivo (o PCR) y/o BST.

d Es posible que se obtenga falsos positivos.

e En las zonas en las que se practica la vacunacidn subcutadnea con S19 o Rev.
1, esta prueba puede ayudar a diferenciar entre los anticuerpos generados a
partir de la vacunacion y los generadores a partir de la infeccion.

f Solo ganado lechero.

Procedimientos de trabajo para el diagndstico de
brucelosis en el laboratorio de red

Registro de entrada de muestras

Todo laboratorio debe contar con un instructivo o procedimiento de recepcion,
manejo y rechazo de muestras.

Es responsabilidad del veterinario acreditado que envia las muestras asegu-
rarse la correcta identificacidon, embalaje y documentacidon que acompana a
las mismas.

Los laboratorios deben contar con un registro de entrada de muestras (en pa-
pel o software con back- up), en el que figure como minimo la siguiente informacion:
e Fecha de recepcion de muestras.

e Cantidad de muestras.

e Especie.
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e Fecha de extraccion de muestras.
e Procedencia: establecimiento, nimero de Renspa.
e | ocalidad: departamento, partido, provincia.
e Remitente: veterinario acreditado, nombre y nimero de registro, otorgado por
la Direccidn Nacional de Sanidad Animal (DNSA), Senasa.
e Motivo del envio:
* DOES (Determinacion Obligatoria del Estatus Sanitario).
* MuVe (Muestreo de Vigilancia Epidemioldgica para mantenimiento del es-
tatus).
* SAN (Saneamiento de rodeo bajo plan), CSM (Certificado de seronegativi-
dad para el Movimiento).
* Control interno (segun requerimiento de veterinario acreditado).
e Remuestreo, otros.

Caracteristicas y condiciones de las muestras
Condiciones de recepcion de las muestras:

e Sangre entera o suero refrigerados

* Suero congelado

e Leche para PAL refrigerada (no congelada)

e Leche para IELISA refrigerada/congelada

e Tubos con identificacidn clara, de preferencia sobre cinta de papel o similar
adherida al tubo; otra opcidn es la marcacidn firme e indeleble en el cuerpo del
tubo

* Planillas/protocolo completas de toma de muestras (Anexo I, Resolucién Se-
nasa 67/2019)

Condiciones de rechazo o demora del procesamiento de las muestras:

 Falta de planillas/protocolo o planillas incompletas de toma de muestras
(Anexo Il, Resolucion Senasa 67/2019)

e Falta de la firma del veterinario acreditado en la planilla de extraccidn, res-
ponsable de la toma de muestra

e Sangre entera congelada

e | eche para PAL congelada, contaminada

e Sangre entera o suero, contaminados

e Sueros hemolizados

e Tubos no identificados

e Volumen insuficiente

Los laboratorios reconocidos y autorizados deben ser exigentes con la calidad
de las muestras a procesar, como asi también con la planilla de toma de mues-
tra firmada por el veterinario acreditado actuante que debe acompanar a las
muestras.
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Informes de resultados

Los informes que elabore el laboratorio deben ser precisos para poder desarrollar
adecuadamente las acciones de saneamiento (Ver modelo Anexo | del presente
manual).

En el informe de resultados debe constar:

* Logo del laboratorio/Direccién/Tel./e-mail/ Numero de identificacion del la-
boratorio

e N.° de protocolo interno

e Fecha de extraccion de muestras

e Fecha de recepcion de muestras

e Fecha de informe o emisién de resultados

e Cantidad de muestras

e Especie

* Procedencia: establecimiento, nimero de Renspa

e | ocalidad: Departamento, partido, provincia

e Remitente: Veterinario acreditado, nombre y niUmero de registro, otorgado
por la Direccién Nacional de Sanidad Animal (DNSA), Senasa

* Motivo del envio: DOES (Determinacion Obligatoria del Estatus Sanitario),
MuVe (Muestreo de Vigilancia Epidemioldgica para mantenimiento del esta-
tus), SAN (Saneamiento de rodeo bajo plan), CSM (Certificado de seronegativi-
dad para el movimiento), control interno (segln requerimiento de veterinario
acreditado), remuestreo

e Columnas con la informacion del tubo / caravanas / edad / fecha de vacu-
nacion / pruebas utilizadas / resultados con los valores obtenidos (SAT-2ME,
ELISA, FCT, FPAJ, valor de corte e interpretacion cuando corresponda

¢ Informacidn de los antigenos / kits utilizados

e Firma del director técnico del laboratorio

e Observaciones

e Paginacion x dey

* Que conste en todas las paginas N.° del protocolo y N.° de Renspa

Animales para examinar: Hembras vacunadas mayores de 18 meses y anima-
les no vacunados mayores de 6 meses.

SAT/2ME
BPAT — = FPA
IELISA (antigenos — 4 —> IELISA (antigenos O
completos, LPS] CELISA

FCT

Ante conflictos de diagnostico define la técnica de fijacion de complemento

*PAL

*Pruebas de vigilancia Figura 1: Diagrama de diagndstico seroldgico de brucelosis
epidemiolégicas en bovinos en la Repiblica Argentina.
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Pruebas screening con antigeno tamponado en placa (BPAT y RBT)
para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp

Son pruebas tamiz de aglutinacion en placa. Se fundamentan en la inhibicidn
de las aglutininas inespecificas a bajo pH. Detectan anticuerpos IgG y algunos
IgM especificos.

Desarrollo

Materiales:

e Micropipetas de10-100 pl.

e Gradillas.

e Caja de lectura o aglutinoscopio (aproximadamente de 45 cm de largo x 35
cm de ancho x 15 cm de profundidad) con tapa, provista de una placa de vidrio
marcada con cuadrados de aproximadamente 4 cm de lado, que se apoya cerca
de la parte superior de la caja de manera que pueda quitarse y ponerse facil-
mente.

e La caja debe estar iluminada de modo que la luz incida oblicuamente y por
debajo (cubiertas parcialmente), de la mezcla de suero y antigeno. El interior
de la caja debe pintarse de negro opaco.

e Debe colocarse dentro del aglutinoscopio una pequena camara himeda para
evitar la evaporacion de las muestras.

e Mezcladores de acero o plastico.

Equipos:

e Heladera con temperatura controlada (5 + 3 ° CJ.
e Freezer con temperatura controlada (-20 + 5 ° C).
e Vortex.

e Centrifuga.

e Timer.

Reactivos:

e Antigeno BPAT con volumen celular aprox. de 11%.

e Antigeno Rosa de Bengala, volumen celular aprox. de 8%.

e Conservar el Antigeno en la heladeraa 5+ 3 ° C. No se debe congelar, lo cual
lo inutiliza, ya que se modifica la sensibilidad.

e Suero control interno positivo.

e Suero control interno negativo.

e Cada laboratorio debe preparar sus sueros controles internos de trabajo po-
sitivoy negativo, codificarlos, utilizarlos cada dia de trabajo y registrarlos.

Ejecucidn del ensayo de BPAT

e Descongelar y mezclar bien los sueros utilizando vértex.

e Llevar las muestras de suero y antigeno a temperatura ambiente (22 + 4 © C)
como minimo unos 45-60 minutos previos a la realizacion del ensayo.

e Garantizar la homogeneizacion del antigeno, agitando suavemente por inver-
sion durante no menos 10 minutos (No usar vortex).

e Colocar sobre el aglutinoscopio (con cdmara hiimeda), la placa de vidrio (lim-
piay secal, se recomienda pasar papel absorbente embebido en alcohol 70° de
ambos lados de la misma.
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e Con micropipeta automatica apoyada sobre la placa de vidrio, se depositan 80
pl de suero, previo mezclado con vortex. Utilizar un tip o punta de pipeta para
cada suero.

e Con micropipeta descargar 30 pl de antigeno proximo a la gota del suero, con
la precaucion de no tocar el suero para no contaminar con el tip el frasco de
antigeno.

e Mezclar bien, con mezclador de acero o plastico, el suero con el antigeno
abarcando una superficie circular aproximada de 3 cm de diametro.

* Se retira la placa de vidrio y se imprimen 3 movimientos en forma rotativa
hasta homogeneizar la mezcla.

e Se coloca la placa sobre el aglutinoscopio con camara humeda y se tapa,
permaneciendo la luz apagada.

e Se efectla una nueva rotacidn, pasados 4 minutos.

A los 8 minutos, rotando de nuevo la placa y con la luz encendida, se procede
a la lectura.

Figura 7: Aglutinoscopio.

Ejecucidn del ensayo de Rosa de Bengala

e Colocar la placa de vidrio sobre el aglutinoscopio, como se indico en la prue-
ba de BPAT.

e Con micropipeta automatica apoyada sobre la placa de vidrio, se depositan 30
pl de suero. Utilizar un tip para cada suero.

e Con micropipeta descargar 30 pl de antigeno proximo a la gota de suero.

e Se mezcla bien, con mezclador de acero o plastico, el suero con el antigeno,
abarcando una superficie circular de aproximadamente 2 cm de diametro.
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e Se retira la placa de vidrio y se imprimen movimientos en forma rotativa
durante 4 minutos a razon de 10 a 12 movimientos por minuto. Esto se puede
hacer en forma manual o con rotadores disenados especialmente.

e Finalizados los 4 minutos y rotando la placa sobre la caja de lectura o aglu-
tinoscopio con la luz encendida, se procede a la lectura sobre fondo blanco.
En el caso de muestras de sueros caprinos y ovinos, la OMSA recomienda
utilizar la prueba de Rosa de Bengala modificado (RBTm), el cual consiste en
mezclar 75 pl de suero y 25 pl de antigeno. Lectura a los 4 minutos, como se
detalla en la explicacion anterior.

Lectura e interpretacion de resultados de las pruebas de
screening con antigeno tamponado en placa

Las reacciones se clasifican en:

POSITIVAS: Cuando se forman grumos, aun siendo finos (no confundir con
aglutinaciones inespecificas producidos por impurezas, hemdlisis, etc.). Estas
muestras deben someterse a las pruebas confirmatorias de SAT / 2-ME, FPA,
ELISA o FCT.

NEGATIVAS: Cuando la mezcla suero-antigeno es de turbidez homogénea y
sin grumos. Estas muestras se informan como negativas y no se realizan las
pruebas complementarias.

Figura 3: Lectura BPAT/RBT

Informes de resultados
Se aceptan las siguientes expresiones de resultados en las planillas:
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Criterios de aceptacidn del resultado

En paralelo a las muestras problema se dispensan los sueros controles in-
ternos negativos y positivos. Para aceptar los resultados, ambos controles
deben arrojar la lectura correspondiente. Si los controles no arrojan la lectura
esperada, se deben revisar las posibles causas, calidad de los sueros contro-
les, antigeno, calibracion de pipetas, etc.

Pruebas de seroaglutinacion lenta en tubo (SAT/2-ME)

Las pruebas de seroaglutinacion detectan la presencia de los anticuerpos IgM
e IgG. Los anticuerpos IgM aglutinan mas intensamente que los IgG ya que, al
ser las moléculas pentavalentes, poseen un mayor niumero de sitios de unidn.
El titulo de un suero se determina por la inversa de la dilucion mas alta que
causa un determinado grado de aglutinacion y se expresa en unidades que
corresponden al reciproco de esa dilucion.

La prueba de 2-mercaptoethanol (2-ME] es una prueba selectiva que detecta
solamente la presencia de IgG, se basa en que los anticuerpos IgM, con confi-
guracion de pentamero, se degradan en cinco subunidades semejantes por la
reduccidn de enlaces disulfuro, debido a la accidn de ciertos compuestos que
contienen el radical tiol, tales como el 2-mercaptoethanol. Estas subunida-
des conservan sus caracteristicas de antigenicidad, pero pierden la actividad
de anticuerpo plurivalente y se comportan como univalentes. Aun cuando las
subunidades estan integradas por dos cadenas pesadas y dos livianas, al com-
binarse con el antigeno no originan complejos suficientemente grandes como
para aglutinar, probablemente como consecuencia de algun impedimento es-
térico. Las moléculas de IgG, en cambio, no sufren un efecto obvio que altere
su actividad para dar reacciones objetivas como la aglutinacion.

La prueba se usa, por lo tanto, como evidencia presuntiva de la presencia de
anticuerpos de la clase IgG.

Desarrollo

Materiales:

* Micropipetas de10-100 pl.

e Gradillas.

e Caja de lectura o aglutinoscopio (aproximadamente de 45 cm de largo x 35
cm de ancho x 15 cm de profundidad) con tapa. La caja debe estar iluminada
de modo que la luz incida oblicuamente y por debajo (cubiertas parcialmente).
El interior de la caja debe pintarse de negro opaco.

e Tubos de serologia: tipo Wasserman de 13 por 100 mm o tubos de Khan de
vidrio.

e Probetas (100 mly 1000 ml).

e Pipetas 1,2, 5y 10mlL.

e Recipientes de vidrio de volumenes variados.

e Propipetas.

e Dispensador automatico o pipetas graduadas de 1-10 mL.
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Equipos:

 Heladera con temperatura controlada (5 + 3 °C).
e Freezer con temperatura controlada (-20 + 5 °C).
* Estufa con temperatura controlada (37 + 2 °C).

e Balanza.

e Vortex.

e Centrifuga.

e Timer.

e Termometro calibrado.

Reactivos:

1. Antigeno SAT, volumen celular aprox.4.5%.*
2. Suero control interno positivo.

3. Suero control interno negativo.

Cada laboratorio debe preparar sus sueros controles internos de trabajo po-
sitivo (determinar el titulo) y negativo, codificarlos, utilizarlos cada dia de tra-
bajo y registrarlos.

Drogas y soluciones®:

e Cloruro de sodio p.a.

e Fenol p.a.

e 2-mercaptoethanol p.a.

e Solucion salina al 0,85 %.

e Solucion salina fenolada al 0,5 %.

Ejecucidn del ensayo
Ambas pruebas (SAT y 2-ME] se realizan simultdneamente procediendo de la
siguiente manera:

e Descongelar y mezclar bien los sueros utilizando vortex.

e | levar las muestras de suero y de antigeno a temperatura ambiente 22 + 4
°C al menos una hora antes de la ejecucion del ensayo.

e Garantizar la homogeneizacion del antigeno, agitando suavemente por in-
version durante no menos de 10 minutos (no usar vortex).

e Por cada muestra de suero problema positivo a BPAT, colocar en una gradi-
lla 1 hilera de 8 tubos de 13 x 100 mm o tubos de Khan. Identificar la gradilla
con el numero de protocolo.

e |dentificar el primer tubo de cada hilera con el nimero correspondiente al
suero problema. En los primeros 4 tubos se realiza la prueba de SAT; se deja
un espacio libre y en los 4 tubos siguientes de la misma hilera, se realiza la
prueba de 2-ME.

e Por cada muestra de suero debidamente identificada, se utilizan tubos en
los cuales se dispensa con micropipeta 80 pl de suero en el fondo del primer
tubo, 40 pl se distribuyen en el segundo tubo, 20 pl en el terceroy 10 pl en el
cuarto.

* Repetir el procedimiento descripto para depositar las mismas cantidades de
suero en los tubos de 2-ME.

¢ Conservar el antigeno en la heladera a 5 + 3 ° C. No se debe congelar porque esto lo inutiliza al modificar la sensibilidad.

® Tener copia impresa de la hoja de seguridad de cada droga.
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e Incluir un suero control interno positivo (titulo conocido) y negativo, ademas
de un control de soluciones y antigeno sin suero.

e Con un dispensador automatico o con micropipeta de 1 ml, agregar 1 ml de
solucion de 2-ME (0,1 M] en cada tubo de este grupo y mezclar muy bien agi-
tando la gradilla.

e Con un dispensador automatico o con micropipeta de 1 ml, agregar 1 ml de
solucidn salina fenolada al 0,5 % a cada uno de los tubos del grupo de SAT.

e Dejar las gradillas con las mezclas durante 45 a 60 minutos a temperatura
ambiente 22 + 4 °C y, posteriormente, dispensar a cada tubo 1 ml de antigeno
de SAT diluido al 2 % (0,09 % de brucelas) en solucién salina 0,85 %.

e Mezclar bien agitando la gradilla y llevar a estufa.

Consideraciones generales:

e | as muestras que resulten positivas a BPAT o RBT deben confirmarse
por las técnicas de SAT y 2-mercaptoethanol, ELISA, FPA o FCT.

e La existencia de hemolisis excluye el empleo del método de tubo y pla-
ca. La presencia de hemdlisis en las muestras de suero interfiere en la
prueba de aglutinacion en tubo, no solo porque la coloracion puede en-
mascarar la reaccion de aglutinacién, sino porque se forma un precipi-
tado como resultado de la accion del fenol que contiene la solucién de
antigeno sobre la hemoglobina libre. Es muy dificil distinguir esta falsa
reaccion de la aglutinacidn especifica de la union antigeno-anticuerpo.

Incubacidn
La incubacion se realiza a 37 + 2 °C durante 40-48 horas y tiene por objeto ob-
tener en el tiempo mas corto posible el maximo de aglutinacion.

Se recomienda tomar y registrar las temperaturas maximas y minimas de la
estufa durante el transcurso de las 40-48 horas de la incubacidn, para verificar
la estabilidad de la estufa.

Lectura e interpretacion de resultados

Una vez finalizada la incubacion de las muestras, se realiza la lectura de las
pruebas contra el fondo negro opaco de la caja de lectura o aglutinoscopio,
iluminada desde atras con una fuerte luz que atraviese los tubos.

La aglutinacién del complejo antigeno-anticuerpo bajo la forma de grumos y
su depdsito en el fondo del tubo por gravedad determina la clarificacidn de la
columna de liquido en el tubo; después de una leve agitacion del tubo, se man-
tienen los grumos firmes.

La aglutinacion es el resultado directo de la union especifica de los anticuer-

pos presentes en el suero, con las Brucellas inactivadas contenidas en el anti-
geno. Las determinaciones se deben basar tanto en la claridad/turbidez de las
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mezclas como en el grado de aglutinacién y la firmeza de los grumos al agitar
suavemente el tubo.

El titulo se determina por la inversa de la dilucion mas alta donde se observa
aglutinacion en el tubo, en el que se presenta una disminucidn evidente de la
turbidez y los grumos firmes se mantienen a pesar de una agitacion leve. Si
esto ocurre, por ejemplo, en los 3 primeros tubos solamente, el titulo del sue-
ro (reciproco de la dilucién) es de 100 Ul / ml de aglutinacion en SAT o en 2-ME.
El grado de aglutinaciéon en cada una de las distintas diluciones puede clasifi-
carse como completo (+), incompleto (1) o negativo (-).

: : : : : : : : : : e Aglutinacion completa es aquella en que el liquido de la mezcla sue-

ro-antigeno aparece limpido, translucido y la agitacion suave no rompe los
grumos.

e Aglutinacion incompleta es la que muestra la mezcla suero-antigeno
parcialmente turbia y una suave agitacién no rompe los grumos.

* Negativa es aquella en que la mezcla suero-antigeno no evidencia aglu-
tinacion, la columna liquida aparece turbia y una suave agitacion no revela
grumos.

Fenomeno de zona

En ciertas ocasiones, puede ocurrir que se encuentre aglutinacién en las
diluciones mas altas, pero no en las diluciones mas bajas. Esta inhibi-
cion de la aglutinacion en las diluciones bajas es llamada “fenémeno de
zona” y estd asociado a un exceso en la concentracion de anticuerpos en
el suero en las diluciones mas bajas, lo que provoca una aglutinacién no
visible por estar fuera de la zona de equivalencia de la unién antigeno-an-

ticuerpo.
® @6 6 ¢ 06 6 0 0 0 O
® 6 6 6 06 6 0 0 0 O
SAT 2-ME
® 6 6 ¢ 06 06 0 0 0 O
® © 6 ¢ 06 06 0 0 0 O
® 6 6 06 06 0 06 0 0 o
® ©6 6 06 06 0 06 0 0 o
® ©6 6 06 06 0 06 0 0 o
® 6 6 06 06 0 06 0 0 o
Volumen de suero en ul
80 40 20 10 80 40 20 10
Dilucién Correspondiente
1/25 1/50  1/100 1/200 128 150 1/100 /200
1ml DE SALINA FENOLADA (0,5%) 1ml DE SOLUCION 2-ME (0,1M)

N

45-60" A TEMPERATURA AMBIENTE

v

1ml DE ANTIGENO AL 2%

v

eSTUFA A 37 +/-2° DURANTE 40-48Hs.

v

LECTURA
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Figura 4 Esquema Prueba simultdnea de SAT y 2-ME.

Informes de resultados
Ejemplo:

I: Incompleto

Tabla 2

ceeeeeeeee Interpretacion de los resultados para hembras bovinas mayores de 18 meses
D de edad vacunadas con Brucella abortus cepa 19 entre los 3 a 8 meses de edad
cecoecccccse SAT “ INTERPRETACION
T
+ <50 - NEGATIVO
+ 1100 - SOSPECHOSO
+ 100 = SOSPECHOSO
+ 1200 = SOSPECHOSO
+ 25a50 125 NEGATIVO
+ €25 €25 NEGATIVO
+ 2150 2150

* NH: No se hace

w I
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Tabla 3

Interpretacion de los resultados para animales no vacunados (bovinos y otras
especies) mayores de 6 meses de edad

- NH NH

NEGATIVO
+ 25 - NEGATIVO
+ 150 - SOSPECHOSO
+ 50 - SOSPECHOSO
+ 1100 - SOSPECHOSO
+ 100 =
+ 200 =
+ 225 2 25

Preparacidn de soluciones para las pruebas de SAT/2-ME

Solucion salina 0,14 m
e Cloruro de sodio 8,5¢g
e Agua destilada 1000 ml

Solucion salina fenolada

Solucion salina 0,14 M con la adicion de 0,5 % de fenol. Conservar a tempera-
tura ambiente por un plazo de 30 dias. Se recomienda preparar el volumen
necesario de trabajo diario o semanal.

Solucion 2-ME 0,1 m
e 2-Mercaptoethanol 7,8 ml
* Solucioén salina 0,14 M. 992,2 ml

Importante: no utilizar solucidn salina fenolada

El 2-mercaptoethanol es sensible a la luzy al calor y se deteriora rapidamente
por exposicion al aire. Se debe conservar en frasco color ambar hermética-
mente cerrado a temperatura ambiente (22 + 4 °C).

Leer detenidamente la hoja de seguridad. Evitar la inhalacion, manipularlo en
lo posible con mascara de gases o en cabina de extraccion. Nunca pipetear
con la boca.

La solucidén de 2-mercaptoethanol ya preparada se puede conservar por una
semana a temperatura ambiente (22 + 4 °C). Se recomienda preparar el volu-
men necesario de trabajo diario o semanal.

* Solucion de antigeno SAT (wright) al 2 %

e Solucidén salina 0,14 M (no utilizar solucidon salina fenolada) 98 ml

 Antigeno SAT (wright) (4,5 %) 2 ml
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La solucidn de antigeno al 2 % se puede conservar por una semana en helade-
ra (5 + 3 °C). Descartar toda aquella solucién que presente turbidez o signos
de contaminacion.

Prueba del anillo en leche (PAL o MRT] solo para bovinos

La prueba se diseno para detectar la presencia de anticuerpos en leche de
bovinos. Estos anticuerpos reaccionan con el antigeno coloreado con hema-
toxilina formando un complejo antigeno anticuerpo que queda adherido a la
superficie de los glébulos grasos y asciende con ellos a la superficie, de esta
manera forma una capa o anillo de crema de color purpura azulada, de in-
tensidad variable segun el grado de la reaccidon. Paralelamente, desaparece
parcial o totalmente la tincidon de la columna de leche. Si la muestra no con-
tiene anticuerpos especificos, el antigeno no se fijard a los glébulos grasos
y permanecera uniformemente distribuido, coloreando la columna de leche,
mientras que la capa de crema forma un anillo de color blanco natural.

Esta prueba se usa especialmente como diagndstico presuntivo para detec-
tar rebanos infectados. También se emplea en la vigilancia epidemioldgica en
areas de control de la brucelosis.

El porcentaje de grasa de la muestra influye en la prueba, ya que la formacion
del anillo de crema en la superficie dependera del tenor graso.

Los animales de rebanos positivos a la prueba de anillo en leche deben ser
examinados por las pruebas seroldgicas para identificar aquellos infectados.

Desarrollo
Materiales:
e Tubos de serologia: tipo Wassermann de 13 mm por 100 mm, o tubos de
Khan de vidrio claro y completamente limpio.
e Pipetas 1 m(, 2 ml, 5 ml, 10 mL.
e Micropipetas de 10a 100 ply 1 mL
e Gradillas.
e Timer.

Equipos:
 Heladera con temperatura controlada (5 + 3 °C).
e Estufa con temperatura controlada (37 + 2 °C).
e Termometro calibrado.

Reactivos:
e Antigeno PAL con volumen celular aprox.4 %.
e Conservar el antigeno en la heladeraa 5 + 3 °C. No se debe congelar, lo
cual lo inutiliza, ya que se modifica la sensibilidad.
» Muestras de leche refrigerada (no congelada).
e Solucion de formalina 1 %.
e Muestras de leche controles positivo y negativo.
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Ejecucidn del ensayo

Las muestras de leche se deben mantener en refrigeracion a una temperatura
de 5 = 3 °C hasta que hayan transcurrido no menos de 24 horas desde su re-
coleccion (preferiblemente, 48 a 72 horas). No deben haber sido congeladas,
calentadas, sometidas a agitacidn violenta ni conservadas durante mas de 72
horas.
e Llevar las muestras de leche y antigeno a temperatura ambiente (22 + 4
° C) como minimo unos 45-60 minutos previos a la realizacion del ensayo.
Mezclar cada muestra invirtiendo varias veces el recipiente (tubo o frasco).
e Garantizar la homogeneizacidn del antigeno, agitando suavemente por
inversion durante no menos 10 minutos (no usar vértex).
e Colocar 1 ml de la muestra en un tubo de vidrio 13 x 100 mm o tubo de
Khan. La altura de la columna de leche en el tubo debe ser como minimo
de 25 mm.
e Agregar 30 pl de antigeno a cada tubo. Mezclar bien invirtiendo el tubo
varias veces, sin que se llegue a formar espuma. No debe quedar antigeno
sobre las paredes.
e Incubar en estufaa 37 +2°C, durante una hora.

Lectura

- Anillo de crema, blanco; columna de leche, azul.

+ Anillo de crema y columna de crema, del mismo color, o casi igual.

++ Anillo de crema de color mas pronunciado que la columna de leche.

+++ Anillo de crema, azul oscuro; la columna de leche tiene aun un poco de
color.

++++ Anillo de crema, azul oscuro; la columna de leche es blanca.

Cualquier grado de + debe interpretarse como positivo.

Observaciones

e El exceso o la escasez de crema dificultan la interpretacion de la prue-
ba. También, la agitacion vigorosa dificulta su realizacién.

e El calentamiento de la leche interfiere con los resultados; por lo tanto,
la prueba no se puede efectuar con leches pasteurizadas.

e Cuando la prueba se efectta el mismo dia en que se ha recolectando la
leche, se pueden obtener algunos resultados falsos positivos o dudosos.
e L a leche de calostro puede dar resultados falsos positivos.

e La leche de vacas con mastitis también puede dar falsos positivos o
impedir la interpretacion de la prueba debido al descoloramiento del an-
tigeno.

e | a leche de vacas proximas a secarse puede dar resultados dudosos o
falsos positivos.

* Hay vacas infectadas con Brucella que no eliminan anticuerpos por la le-

che. Estas vacas son positivas en las pruebas de sangre y negativas en la
prueba del anillo.
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Modificacidn de la prueba para tanques muy grandes

Para hacer mas sensible la prueba, aumentar la cantidad de leche mante-
niendo constante la cantidad del antigeno (30 pl).

Cuando se ajusta la PAL para aplicarla a rebafos de gran tamano (2 0 3 ml de
leche), se anaden 0,1 ml de una mezcla de crema negativa no pasteurizada
al tubo de ensayo y, a continuacion, 30 pl del antigeno de la prueba del ani-
llo. Después de mezclar, la prueba se incuba y se lee de la misma forma que
para la PAL no ajustada. La mezcla de crema negativa se recoge mediante la
separacion de la leche compuesta por varias muestras y sin pasteurizar co-
rrespondiente a un rebano de 25 0 mas vacas que sean negativas a brucelosis.

W 30ul de antigeno PAL
/’—\\
N
NEGATIVO
Mezclar bien por inversién
varias veces
/—“\
N ’
incubar a 37 2°C 60 min
Tml \
leche -
- POSITIVO
~ Figura 5: Prueba de vigilancia
epidemioldgica para muestras
SN— -
de pool de leche.

Enzimoinmunoensayo indirecto (I ELISA) (para suero o leche)

Se realiza siguiendo el protocolo de los kits comerciales validados y aproba-
dos para el diagnostico oficial de la brucelosis en la Republica Argentina con
el valor de corte establecido por el Senasa.

El enzimoinmunoensayo (ELISA) es un método empleado habitualmente para
la deteccidn o cuantificacidon de sustancias, generalmente proteinas, que se
encuentran en concentraciones muy bajas. El método combina la especifici-
dad de unién de los anticuerpos con la amplificacion de “sefal” que brindan
las reacciones catalizadas por enzimas. En la practica clinica es la técnica
inmunolégica mas empleada. Se utiliza para cuantificar, entre otras cosas,
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hormonas, marcadores tumorales, para determinar la presencia de antigenos
microbianos y para la determinacion cualitativa o cuantitativa de anticuerpos
totales o frente a algun antigeno en particular.

Etapas

Previo al inicio de la ejecucidn del ensayo, equilibrar todos los componentes
del kit a temperatura del laboratorio.

1. Adicién en cada pocillo de los controles y sueros/leche problemas en la dilu-
cidn indicada en el protocolo, de tal forma que si hay presencia de anticuerpos,
estos reaccionaran especificamente con los antigenos fijados al soporte.

2. Incubacion.

3. Lavado para eliminar los anticuerpos que no se hayan pegado al antigeno o
uniones inespecificas. Es importante que la placa no se seque, lo que podria
incrementar la actividad inespecifica del ensayo.

4. Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima (generalmente anti
IgG de especie), los cuales reaccionan con los anticuerpos especificos anadi-
dos en el paso anterior y que se encuentran fijados a los antigenos.

5. Incubacidn.

6. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados (conjugado) que no ha-
yan reaccionado.

7. Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marca-
dora.

8. Adicion de la solucidn de frenado.

9. Lectura colorimétrica de la placa.

Agregado Agregado del Agregado
de la muestra Anti -Ac del substrato
conjugado

A t . L

Color

A A AAA t
AAA AAA:AAA

Muestra Antigeno Incubacion Incubacién

+
>
£
>
>

Frenado —) Lectura

3 o
b 3 Sin color

M
N -

AAA AAA AAA AAA

-

Figura 6: Esquema FLISA indirecto.

35




Desarrollo

Materiales y equipamiento:
e Lector de placas automatico con filtros (405 nm, 414 nm, 450 nm).
e Computadora.
e Agitador orbital de placas.
e Lavador manual o automatico de placas.
e Heladera (5 +3°C)y freezer (-20 + 5 °C).
e Estufa de incubacion (37 £ 2 °C].
e Vortex.

: : : : : : : : : : * Sistema purificador de agua (minima calidad de agua requerida: destilada
ceececcccce o desionizadal.

* Micropipetas monocanal de volumen variable (0,5-10 pl, 5 - 50 pl, 50 -200
ul, 200 - 1000 pl).

* Micropipetas multicanal de volumen variable (5 - 50 pl, 30 -300 plJ.

e Propipetas.

e Dispensadores automaticos.

e Timer.

e Selladores de placas de acetato o parafilm.

e Cubetas plasticas para pipetas multicanales.

* Microtubos (para realizar las diluciones previas de los sueros), tubos o
placas fondo en U.

e Criotubos de polipropileno para el almacenamiento de los sueros.

e Gradillas.

 Material de vidrio (probetas, pipetas, erlenmeyers, etc., de distintos volu-
menes).

e Toallas o papel absorbente.

Reactivos:
Estan incluidos en los kits comerciales autorizados por el Senasa y contienen:
e Buffer de lavado

ceeeeeeeee ¢ Buffer de dilucion

e * Conjugado

e 0000000 00 e Sustrato Cromégeno

c 060600600 ee.e ® Solucidn de frenado

R * Sueros controles

: : : : : : : : : : e Placas o tiras de 8 pocillos con el Ag pegado
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Precauciones para tener en cuenta al ejecutar la técnica de Elisa:

e Seguir expresamente las instrucciones del kit para la preparacion de
todos los reactivos.

e Ambientar los reactivos del kit a temperatura ambiente por lo menos
una hora antes de su utilizacion.

e No mezclar reactivos ni instrucciones de diferentes lotes o kits.

e Evitar cualquier contaminacion de los reactivos.

e No utilizar los kits una vez superada la fecha de caducidad.

*$scs0escoe e Utilizar una punta de pipeta nueva por cada muestra y reactivo.
D e Utilizar agua desionizada o destilada para la preparacion / dilucién de

los reactivos que se empleen en el ensayo.

e Corroborar que el lector de placas posee el filtro con el cual se debe
leer la placa y sequir las instrucciones de uso del equipo.

e Se recomienda trabajar las muestras por duplicado, para verificar la
repetibilidad del operador.

e Incluir sistematicamente un control positivo y un control negativo siem-
pre que se utilice el kit.

e El sustrato es extremadamente sensible a la luz y a las contaminacio-
nes, por lo que, se recomienda retirar del frasco Unicamente el volumen
que se vaya a utilizar y nunca devolver el sustrato sobrante al frasco ori-
ginal.

e La solucién de frenado es un acido fuerte. En caso de contacto con la
piel lavar inmediatamente con abundante agua.

-
5 ‘
—
Plind

Figura 7: Placa de Elisa.
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ELISA por competicion / bloqueo

La técnica consiste en la adsorcion del antigeno lipopolisacarido liso (LPS-1)
de Brucella sobre una matriz sélida (microplaca de 96 pocillos]). A continuacion,
se anade la dilucion de los sueros y el anticuerpo monoclonal, especifico para
un epitope de la cadena O del LPS-L. Se mezclan los dos junto con el antigeno
adherido y se dejan incubar. Después de la incubacidn, se lava la microplaca
y a continuacién se anade el conjugado de anticuerpo antimonocolonal conju-
gado con enzima. Es importante mencionar que el anticuerpo del conjugado
ha sido previamente adsorbido con suero normal (no infectado) de bovino,
equino y humano para reducir las reacciones inespecificas entre especies.
La etapa final de la prueba es la adicion de la solucidn substrato/cromaégeno.
Después de un periodo de tiempo fijo, se frena la reaccion y se mide fotomé-
tricamente. Entre cada uno de los pasos del ensayo la placa debe ser lavada
debidamente.

En la ausencia de anticuerpos anti Brucella en los sueros problemas (sueros
negativos), el anticuerpo monoclonal se liga con el epitope de la cadena O del
LPS-L, lo cual es indicado en la prueba por el desarrollo de color. En el caso
que el suero problema contenga anticuerpos anti Brucella (suero positivo), estos
compiten con el anticuerpo monoclonal por sitios del epitope e inhiben el en-
lace del anticuerpo monoclonal con la porcion de cadena O del LPS-L, mani-
festandose por la ausencia de color en el ensayo. Los sueros con anticuerpos
posvacunales por B. abortus cepa 19 compiten en menor grado con el anticuerpo
monoclonal porque su afinidad, especificidad y concentracion es baja, lo que
usualmente resulta en una reaccion negativa (excepto los animales vacuna-
dos en los tres meses anteriores al sangrado).

Diversos CELISA/bloqueo comerciales se encuentran disponibles en el mer-
cado. En el caso del Elisa de bloqueo, sobre las placas con el LPS de Brucella abor-
tus pegado, se depositan las muestras de suero, las cuales en el caso de con-
tener anticuerpos especificos se uniran al antigeno. Tras eliminar el material
no unido mediante lavados, se anade el anticuerpo monoclonal especifico del
LPS (epitope C) conjugado con una enzima. En el caso de que las muestras
contengan anticuerpos frente a LPS, estos no permitiran la unién del conju-
gado, mientras que, si las muestras no contienen este tipo de anticuerpos, el
conjugado se unira libremente al antigeno de la placa.

Tras sucesivos lavados para eliminar el material no unido, podremos reve-
lar las reacciones acontecidas en la placa mediante la adicidon del sustrato
adecuado, el cual desarrollard una reaccion colorimétrica en presencia de
la enzima (es decir en presencia del monoclonal conjugado con enzima). De
este modo la aparicién de una reaccidn coloreada, indicara que la muestra
evaluada no contiene anticuerpos especificos del LPS de Brucella spp. y la ausen-
cia de color indicara que la muestra es positiva y contiene dichos anticuerpos.

Desarrollo

Materiales y equipamiento, reactivos, cuidados y precauciones, manejoy con-
servacion de las muestras: Idem Elisa indirecto.
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Figura 8: CELISA.

Tabla 4

Guia de problemas y soluciones en la técnica de ELISA

I T T

Desarrollo de color muy rapido

=

. Substrato muy concentrado

. Error de pipeteo Practica
Color irregular 2. Falta de mezcla de reactivos Mejorar técnica
3. Falta de lavados Precaucion
1. Se omitio el substrato Revisar
2. Concentracion substrato erronea Revisar
No hay color .
3. Conjugado muy diluido Rev!sar
®© 060000 00 00 4. Se omitio el conjugado Revisar
® 6 6 6 06 6 0 0 0 O .
v e 000000 Color parejo en toda la placa 1. Conjugado muy concentrado Cor_wtrolar’ _
2. Falla en el lavado Mejorar técnica
R A 3. Substrato contaminado Revisar
eeeceeeene 1. Reaccion inespecifica Cambiar solucion de lavado
R Féz\éidiocl?rllztde fondo 2. Material de vidrio sucio Mejorar lavado
e 000000000 d 3. Agua de mala calidad Controlar calidad
e e 000000 00

Revisar

2. Conjugado muy concentrado Controlar dilucion
1. Substrato muy diluido Revisar

Desarrollo de color muy lento 2. Conjugado muy diluic’io ) Rev!sar dilucion
3. Concentracion cromoégeno erronea  Revisar

Efecto borde

N —

. Incubacion despareja
. Resecacion por aire
. Tampon de lavado residual

Utilizar estufa
Mantener la placa cubierta
Eliminarlo
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= Senasd

DIRECCION DE LABORATORIOS
Y CONTROL TECNICO

Frotocolo ELISA brucelosis

Fecha:
Temperatura ambiente:
lAnalizta:
Warza del kit:
Tipo de Elisa:
I Competencia
I Indirecto
I Blogueo
I Otros
Watriz:
0 Suero
I Leche
I Otros
Mimero de lote:
encimianto:
Fecha apertura kit
M." placa:
Muestras:
Frofocolo M.

12

Firma operador

Figura 9: Modelo de protocolo de Trabajo FLISA.
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Ensayo de polarizacion fluorescente para la deteccion de anti-
cuerpos contra brucella en suero

El ensayo de polarizacion fluorescente (FPA) para la deteccion de anticuerpos
contra Bucella tiene la capacidad de ser una prueba multiespecies, lo que per-
mite el diagndstico presuntivo en bovinos, porcinos, caprinos, ovinos, ciervosy
bisontes.

Este ensayo, validado para bovinos, tiene la capacidad de distinguir animales
infectados con Brucella de los animales vacunados con B. abortus cepa 19 a partir de
los 3 meses posvacunacion aproximadamente, y de los animales con reaccion
cruzada con bacterias gramnegativas en mas del 90% de los casos.

A diferencia de los enzimoinimunoensayos, el FPA es un ensayo homogéneo
que no requiere la necesidad de varias etapas de lavado. Los reactivos son
agregados secuencialmente en solucion y el tiempo total de la prueba no exce-
de los 5 minutos para cada muestra. En resumen, la prueba involucra la adicidn
de una determinada cantidad de suero a una solucidon tampon de dilucién en un
tubo de vidrio. A continuacion, la muestra es equilibrada por aproximadamente
cinco minutos, posteriormente se realiza una primera lectura en el analizador
fluorescente para obtener una lectura blanco de referencia (autofluorescente).

A continuacidn, el antigeno conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
es agregado a la solucidn y luego la muestra es equilibrada nuevamente por
un minimo de dos minutos para permitir que el antigeno y el anticuerpo in-
teractien. La muestra es leida nuevamente en el polarizador. Si anticuerpos
especificos contra Brucella estan presente (suero positivo), el resultado serd un
valor alto de unidades de mili polarizacion (mP). En ausencia de anticuerpos
anti Brucella (suero negativo), el resultado es un valor bajo en mP.

El valor de corte para distintas especies animales para la Republica Argentina
se ha determinado en:

Bovinos:

e Animales negativos: < 94 mP.

* Animales sospechosos: Los valores entre 94 mPy 104 mP.
e Animales positivos: valores igual o mayor a 105 mP.

Caprinos y porcinos:
e Animales negativos: < 85 mP.
e Animales positivos: valores igual o mayor a 85 mP.

Ovinos (para el diagndstico de B. melitensis, no para B. ovis):
e Animales negativos: < 80 mP.

e Animales sospechosos: Los valores entre 80 mP y 90 mP.
e Animales positivos: valores igual o mayor a 91 mP.

Se modifica el valor de corte en la especie ovina (para el diagndstico de B. melitensis, no para B. ovis)
con una sensibilidad del 97 % y una especificidad del 95 %. Programa GraphPad Prism.
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Desarrollo
Materiales y equipamiento:
e Lector de polarizacidn fluorescente.
e Vortex.
* Micropipetas monocanal de volumen variable (0,1- 10 pl, 20 -200 pl, 200-
1000 pl).
e Heladera (5+3°CJyfreezer (-20 £5° C).
® Tubos de vidrio: Tubos de borisilicato de 10 x 75 mm.
* Material de vidrio.
e Termdmetro de temperatura ambiental.
e Computadora e impresora.

Reactivos:

Estan incluidos en los kits comerciales autorizados por el Senasa e incluyen:
e Buffer de dilucidn.
e Sueros controles positivo y negativo.
e Antigeno marcado con isotiocionato de fluoresceina.

Ejecucion del ensayo

Preparacidn de los reactivos
Se deben seguir las instrucciones del prospecto que acompana al kit comer-
cial.

Preparacidn del equipamiento/instrumentos

El usuario debe leer el manual de instrucciones y familiarizarse con los con-
troles de los instrumentos, calibracion y la solucion de los problemas de todos
los equipos previos a la ejecucion del ensayo.

Preparacidn de (a prueba
En el dia de la prueba preparar y analizar los sueros controles, siguiendo con
lo especificado en los puntos indicados a continuacion. Si el valor de mP de los
sueros controles no se ajusta dentro de los limites especificados, el ensayo
debe ser rechazado.

Dejar a temperatura ambiente los reactivos, sueros controles y problemas por
lo menos dos (2) horas antes de su uso. Se debe controlar y registrar en la pla-
nilla de trabajo la temperatura ambiente al momento del ensayo.

Encender el equipo y seguir las instrucciones de uso:

e Para bovinos dispensar 990 pl de la solucién tampdn de dilucidn de sueros
en los tubos de vidrio de borosilicato (10x 75mm).

* Dispensar 10 ul de suero bovino (dilucion 1/100) a analizar dentro de los
tubos y mezclar bien con vértex evitando la formacién de espuma.

e Para porcinos y caprinos dispensar 960 pl de la solucion tampdn de dilu-
cion de sueros en los tubos de vidrio de borosilicato (10x 75mm).

e Dispensar 40 pl de suero porcino o caprino (dilucion 1/25) a analizar den-
tro de los tubos y mezclar bien con vortex.

e Para ovinos (B. melitensis) dispensar 975 ul de la soluciéon tampodn de di-
lucion de sueros.

e Dispensar 25 pl de suero ovino (dilucion 1/40).
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e Esperar como minimo cinco minutos a que la soluciéon suero-Buffer se
estabilice.

e Continuado el periodo de equilibracion, realizar la lectura blanco de las
muestras.

e Dispensar 10 pl de antigeno conjugado con FITC determinado en cada
tubo y mezclar bien con vortex.

Es importante evitar la formacidn de espuma en la muestra.

En caso de que el suero se vea contaminado con particulas en suspension, de-
jar el suero equilibrarse por lo menos 10 minutos para asegurarse que estas
particulas hayan sedimentado o centrifugar el mismo. Las particulas inespeci-
ficas pueden interferir con la lectura de la muestra dado que la misma se basa
en el peso molecular de las particulas en suspensidn.
e Dejar que la muestra y el antigeno se equilibren por lo menos por dos
minutos.
e | eer las muestras exactamente en el mismo orden que fueron blanquea-
das.

10 ul de suero bobino
+990 ul de Buffer

N %

I G I Gl N

9 Antigenos 10 ul

e L

RN
SRR SERNG RN 6 -

Figura 10: Esquema ensayo
Lectura blanco Incubacién 2-5min Lectura final de 0[3[[230/0” ﬂUﬂfes[,‘emE
en polarizador en polarizador p .

Lectura e interpretacidn

Los sueros controles del ensayo deben estar dentro de los limites especifica-
dos por el fabricante del kit utilizado segun el control de calidad desarrollados
durante la estandarizacion, optimizacidon e implementacion del ensayo.

Los resultados de los sueros controles y problemas son expresados en unida-
des de mili polarizacion (mP) de la actividad del suero contra el antigeno.

Se debe controlar y registrar en la planilla de trabajo la temperatura ambiente
al momento del ensayo.

Aceptacidn de los controles

Si los valores de mP de los sueros controles estan fuera de los limites espe-
cificados, la prueba sera rechazada y los controles y las muestras deben ser
repetidas.
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Fijacion de complemento

La fijacion del complemento (FCT) es la prueba de referencia internacional
para el diagnostico seroldgico de la brucelosis bovina, ovina y caprina.

La prueba permite la deteccidn y cuantificacion relativa de los anticuerpos es-
pecificos antibrucélicos “capaces de fijar” el complemento (IgG1 y algunas IgM es-
pecifical, cuya presencia en determinados niveles posee una gran correlacion
con el estado de “Animal infectado”.

La FCT es una prueba confirmatoria ampliamente usada y aceptada pese a la
complejidad de su realizaciony a la necesidad de buenas instalaciones y perso-
nal entrenado para titular y mantener los reactivos adecuadamente.

La técnica se desarrolla en dos etapas: en la primera, el antigeno y el suero
problema (cuyo complemento se destruyd previamente por calentamiento a
bafo maria) se incuba en presencia de complemento de cobayo. Después de
dejar reaccionar la mezcla de reactivos, se mide en la segunda etapa la canti-
dad de complemento libre (que indica la ausencia o presencia de anticuerpos
antibrucelares en suero y su cantidad) mediante la incorporacion de un “siste-
ma indicador” o “sistemna hemolitico” formado por eritrocitos de carneros re-
cubiertos de anticuerpos de conejo (hemolisina) como complejo antigeno-an-
ticuerpo alternativo.

La presencia de anticuerpos en el suero problema induce la formacion de in-
munocomplejos en la primera etapa de la reaccién que determina la activa-
cion del sistema complemento y el agotamiento de sus factores. En la segunda
etapa de la reaccion no existe complemento libre que pueda activarse ante la
presencia del “sistema hemolitico”. El resultado es la ausencia de hemdlisis
(resultado positivo). Alternativamente, la lisis de los eritrocitos (hemélisis) es
indicadora de la existencia de complemento libre en la segunda etapa de la
reaccion, que no se agotd en la primera por no haberse formado inmunocom-
plejos ante la ausencia de anticuerpos antibrucelares (resultado negativo).

Se han propuesto varios métodos para FCT que utilizan diferentes concentra-
ciones de eritrocitos de oveja (GR] frescos o conservados (normalmente se re-
comienda una suspension al 2 %, 2,5 % o al 3 %]). Los GR estan sensibilizados
con un volumen igual de suero anti-GR de conejo diluido (hemolisina) hasta
contener varias veces (en general de dos a cinco veces) la concentracion mini-
ma necesaria para producir un 100 % de lisis de los GR en presencia de solu-
ciones titulada de complemento de cobayo.

Desarrollo

Materiales:
e Tubos de ensayo.
* Material de vidrio de volimenes varios.
e Gradillas.
e Film para cubrir placas.
* Puntas de pipetas [tips).
e Placas de polipropileno de 96 pocillos con fondo en U.
e Cubetas o reservorios de plastico para reactivos.
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Equipos:
e Pipetas monocanales con rangos de 2 pyl a 20 pl, 20 pl a 200 ply 500 pl a
5000 pl.
e Pipetas multicanales de rango 20 pl a 200 pl.
e Centrifuga.
e Centrifuga de placas.
* Estufa con temperatura controlada (37 + 2 °C).
e Heladera con temperatura controlada (5 + 3 °C).
e Freezer con temperatura controlada (-20 £ 5 °C).
e Agitador de microplacas.
e Vortex.
* Bano térmico.
e Espectrofotometro.

Reactivos:
e Solucion buffer: Ver Anexo FCT | Solucion GR 2%: ver Anexo FCT Il Titula-
cion Hemolisina: Ver Anexo FCT Il Sistema hemolitico Anexo FCT IV
e Titulacion Complemento: Ver Anexo FCT V Titulacién Antigeno: Ver Anexo
FCT VI

Sueros controles:
e Suero control positivo bovino.
e Suero control negativo bovino.

Manejo y conservacion de las muestras
e Conservar los sueros en heladera (5 + 3 ° C) no mas de dos dias, para
periodos mayores, conservarlosa -20 +5° C.
e Evitar repetidos ciclos de congelamiento/ descongelamiento.
e No usar sueros contaminados, que presenten precipitados o intensa
hemolisis.
e Homogeneizar con el uso de vortex los sueros antes de usarlos.

Inactivacion de los sueros

Los sueros controles y las muestras de suero se inactivan 30 minutos en bano
termostatico a 58 + 2 °C para eliminar el complemento natural contenido en
las mismas. La temperatura del bano termostatico se controla mediante la in-
troduccién de un termdmetro certificado en el agua durante todo el tiempo de
exposicion de las muestras.

- Los sueros ovinos se inactivan por 30 minutos en bano termostatico entre
60 - 63 °C (en caso de que los sueros sean anticomplementarios, se reco-
mienda realizar otro ciclo de inactivacién de 30 minutos).

- Las muestras podran ser sumergidas en el bano termostatico en tubos
de ensayo tapados herméticamente, contenidos en gradillas, debidamente

identificados. Volumen de suero sugerido para inactivar: 200 pl.

- La inactivacion de las muestras podra realizarse un dia antes del anali-
sis. En este caso, una vez retiradas del bano termostatico se dejan a tem-

45




peratura ambiente durante al menos 30 minutos para luego conservar en
heladera. Si el analisis se realiza después de las 24 horas, las muestras ya
inactivadas se conservan a -20 + 5 °C.

Condiciones del ensayo
El procedimiento se desarrolla en caliente (incubacién en estufaa 37 £2°Cly
se utilizan los siguientes reactivos en volumenes de 25 pl:
a. Diluciones en base 2, a partir de 1/2 de los sueros problemas en SB.
b. Solucién de complemento de cobayo en SB que contenga 2 UC (100 %).
c. Solucion de antigeno en SB a la dilucidn de trabajo.
d. Sistema hemolitico obtenido por la mezcla de volimenes iguales, de una
solucion de suero hemolitico en SB que contenga 2UH (100 %) y de una sus-
pension de globulo rojos de carnero en SB al 2 %.

Ejecucidn
Dependiendo del numero de muestras que se realizaran, se podran incluir los con-
troles en la misma placa o utilizar una placa para los sueros y otra para los controles.

Dilucidn de las muestras de suero
El procedimiento de dilucion se realiza de forma general en placa fondo en U,
mediante la utilizacion de volumenes de 25 pl.

La secuencia de operaciones se detalla en la tabla 1. La homogeneizacion de
los dos componentes de cada dilucion se realiza mediante 5 aspirado/dispen-
sado con la micropipeta.

Tabla 1

Sueros controles

Control positivo: El procedimiento de dilucion se realiza mediante la utilizacion
de volumenes de 25 pl, siguiendo la secuencia de operaciones que se detalla
en la tabla 2. La homogeneizacion de los dos componentes de cada dilucion se
realiza mediante 5 aspirado/dispensado con la micropipeta.

Tabla 7

L | 1125] 1725 |1ss0

Suero
positivo

1/100

1/200 |1/400 | 1/800 |1/1600

01/05
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Control negativo: El suero control negativo se diluye siguiendo el mismo pro-
tocolo de los sueros problema (1/2, 1/4, 1/8 etc.).

Controles del ensayo
a. Control de la ausencia de poder anticomplementario del antigeno: Se dis-
pensa por duplicado en la placa 25 pl/pocillo de SB, 25 pl/pocillo de Cy 25
ul/pocillo de antigeno.
b. Control sistema hemolitico con complemento: Se dispensa por duplicado
en la placa 50 ul/pocillo de SBy 25 pl/pocillo de C.
c. Control sistema hemolitico sin complemento: Se dispensa por duplicado
en la placa 75 pl/pocillo de SB.

Disposicidn de los sueros en la placa
Los controles y muestras diluidas deben quedar dispuestas en la placa fondo
en U (25 pl/pocillo) segun indica la tabla 3.

Jabla 3

1 2 3

Control | Control | muestra 4 7

positivo | negativo
A 2 0 P 7 8 2 2
510 P70 P 7 7 7
I N 7 3 7 7 o
) N 7
e [ [ [ [ [ [v v v v |
FI P P P P 7
G v e e e e ey e
O e e e e e

Preparacion y dispensado de las soluciones de antigeno y complemento

e Preparar la solucion de C segun la dilucion de trabajo establecida como
optimay dispensar 25 pl/pocillo de dicha solucion en todas las muestras.

e Preparar la solucidn de antigeno segun la dilucion de trabajo establecida
como optima y dispensar 25 ul/pocillo de dicha solucién en todos los poci-
llos salvo en la dilucion 1/2 (muestras y control negativo) y 1/12,5 (control
positivo) Fila A, las cuales actuaran como controles de poder anticomple-
mentario (PAC) de cada suero.

Primera incubacidn en caliente
e Tapary agitar la placa en agitador de placas durante 2-4 minutos.
e Incubar a 37 £ 2 °C durante 30 minutos.

Dispensado del sistema hemolitico
e Quince (15) minutos antes de finalizar la primera incubacién, preparar e

incubara 37+ 2 °C durante 15 minutos el sistema hemolitico seglin el Anexo
FCT IV.

MANUAL DE PROCEDIMIENTO. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE BRUCELOSIS 47




e Finalizada la primera incubacidn, dispensar 25 pl/ pocillo del sistema he-
molitico en todos los pocillos de las placas incluida la placa de los controles.

Segunda incubacion en caliente
e Tapary agitar las placas en agitador de placas durante 2-4 minutos.
e Incubar a 37 + 2 °C durante 30 minutos.

Centrifugacion de la placa
Finalizada la incubacién, centrifugar la placa a una fuerza de 1000 RPM
durante 3 minutos o bien dejarla en reposo en heladera durante una hora
antes de su lectura.

Lectura de resultados
El grado de fijacion del complemento se manifiesta por la presencia (negati-
vos) o ausencia (positivos) de hemdlisis del sistema hemolitico. La reaccion
positiva se cuantificard mediante la determinacion del titulo y su grado de
hemolisis.

Reaccidn positiva
e Sedimento en grado variable de los gldbulos rojos en el fondo del pocillo.
* El sobrenadante estara afectado por un cierto tinte rojizo en funcién de la
hemolisis que se haya producido. Este grado de hemolisis debe cuantificar-
se y consignarse mediante un sistema de cruces.

Figura 11: Placa fijacidn
de complemento.

Sobrenadante rojizo en un 25 % de intensidad, .
en el fondo un deposito claro de GR 25 % de hemdlisis

Sobrenadante rojizo en un 75 % de intensidad, .
en el fondo un deposito muy tenue de GR 75 % de hemolisis
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Determinacidn del titulo del suero
Serd la inversa de la diluciéon mas alta que siga dando algun grado de sedimen-
tacion de los GR. Este grado de fijacidon serd informado mediante el sistema de
cruces descripto y convertido a UIFCT.
- En el caso de los bovinos vacunados con Brucella abortus S19, para el diagnos-
tico de las Brucellas lisas (B. abortus), se considera un resultado positivo cualquier
valor 2 40 UIFCT (1/8 ++).
- Para animales no vacunados (bovinos, caprinos, ovinos y porcinos) se con-
sidera positivo cualquier valor 2 20 UIFCT (1/4 ++).

cecsecccssne Expresidn de los resultados en unidades internacionales de fijacion del complemento
AR El sistema de expresion de los resultados en UIFCT, ajustados al suero patrdn

internacional OIEISS (en el caso de las Brucellas lisas), usado a continuacion, se
basa en el “Procedimiento IZS TE B2. 1.6 SOP 004 del Centro Internacional de
Referencia OIE para Brucelosis” (/stituto Zooprofilattico Sperimentale dell Abruzzo e del Molise . Capo-
rale. Teramo. ltalia) y el “Manual de Procedimiento del Laboratorio Agroalimen-
tario” (Gobierno de Aragon. Espana. Tabla 4).

Tabla 4
Interpretacion en UIFCT

Complemento

% de Fijacién del - § 1999 UIFCT (1/200)
20

+ 16,6

1:4 ++
Ee 23,2
P 26,6

= 66,4

e e 00000000 oy 80

e e 000000 00 1:16 . 92,8

e 000000000 PR 106,4
e 000000000
e e 00000000
e 000000000
e 000000000
e e 00000000

+ 265,6

++ 320

1:64 o 371,2

e+t 425,6

+ 1062,4

it 1280

1:256 e 1484,8

b 1702,4

MANUAL DE PROCEDIMIENTO. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE BRUCELOSIS 49




Controles del ensayo
La aprobacion del ensayo debe realizarse si los controles han dado los resulta-
dos esperados:

50 % de fijacion (++)
en la dilucion 1:200 que corresponde
a 1000 UIFCT (Brucellas lisas)

Suero control positivo

100 % de hemalisis
ausencia de fijacion del complemento
en la dilucién 1:2 (sin antigeno)

Control de poder anticomplementario
de los sueros

Control del sistema hemolitico sin C 0 % de hemolisis

Criterio de aceptacidn del analisis:
El ensayo se debe considerar APROBADO/NO APROBADO
a) APROBADO:

* L os controles de antigeno, sistema hemolitico con y sin complemento
dan los resultados pre-establecidos.
e El control de suero positivo da el resultado pre-establecidos (1:200) con
una variacion maxima de (£ 2 ++).
e El control negativo da un resultado Negativo.

b) NO APROBADO: si uno de los controles no da el resultado esperado, se
repite el ensayo.

La presencia de, al menos, un 25 % de sedimento de eritrocitos (+) de la fila A
(dilucion '2) indica poder anticomplementario en la muestra. En este caso, se
informa el resultado de PAC, lo que implica la solicitud de una nueva extraccion
de la toma de muestra.

Para facilitar la lectura e interpretacion de los resultados se puede preparar
una escala visual del siguiente modo:
® En un tubo se coloca 100 pl de la suspensidn de glébulos rojos al 2 % + 900
pl de SB 1X.
e En otro tubo colocar 100 pl de la suspension de glébulos rojos al 2 % + 700
pl de agua destilada, agitar para provocar la completa hemdlisis de los GR
(solucion de hemoglobinal, y agregarle 200 pl de SB 5X para mantener la
presion osmotica.
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Estos dos tubos mantienen la misma relacion de GR. intactos en el primer caso
y de glébulos lisados en el segundo, que el que el 0 % de hemolisis y el 100 %
de hemolisis en la prueba.

De esta manera mezclandolas en distintas proporciones podremos obtener la

imagen que corresponde a los distintos grados de hemdlisis, luego de centrifu-
gar durante 5 minutos a 1000 rpm.

PORCENTAJE DE HEMOLISIS
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Anexo FCT

I: Solucion Buffer (SB)

Realizar una solucion de stock de calcio/magnesio como indica la tabla 1,
luego conservar en refrigeracion durante 6 meses o eliminar si hay turbidez
producto de contaminacion.

IR Solucion de stock calcio 0,3 M y magnesio 1M

e Anadir Tml de solucion stock a 1 litro de solucion salina 0,85 % (NaCl2
8,5 g/agua destilada 1 litro).

e L a solucidn de trabajo debe tener un pH de 7,3 - 7,4.

e L uego de su uso, conservar en refrigeracion por 7 dias.

Il: Preparacion de la suspension de GR 2 %

a) Lavado de los GR

1. Homogeneizar cuidadosamente el frasco que contiene los eritrocitos.

2. En un tubo conico resuspender los eritrocitos en una proporcion de 1 vo-
lumen de GR + 5 volumenes de SB, luego homogeneizar cuidadosamente.
3. Centrifugar aproximadamente a 1500 rpm durante 5 minutos y luego
eliminar el sobrenadante con una pipeta.

4. Repetir la resuspension de los GR en SB, centrifugar de la misma ma-

: : : : : : : : : : nera anteriormente descripta y luego eliminar el sobrenadante con una

e 0o 000000 00 p|peta

ceeereeeee 5. Realizar la Gltima resuspension de los GR en SB y centrifugar aproxima-
: : : : : : : : : : damente a 1500 rpm durante 10 minutos.

c 0000000 e 6. Luego de la ultima centrifugacion descartar el sobrenadante, el cual
cecccccccce debe estar libre de hemdlisis.

7. EL método para la estandarizacidn de la suspension de globulos rojos 2
% se podra realizar por medio de dos técnicas.

e Método espectrofotométrico.

e Método en camara de Neubauer.

Método espectrofotométrico:

1. Tomar del tubo conico 0,2 ml de GR ya lavados y diluirlo en 9,8 ml de SB
(2 %).

2. Realizar un blanco de lectura en el espectrofotémetro dispensando 2,5
ml agua destilada en la celda o tubo del espectrofotémetro.

3. Determinar la lisis 100 % de los GR realizando una dilucién 1/15 con
agua destilada, agregando en un tubo que contiene 2,8 ml de agua destila-
da 0,2 ml de glébulos rojos al 2 %.
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4. Una vez lisados los eritrocitos, leer la densidad dptica (DO) a 545 nm.

5. La DO esperada debe ser de 0.330 + 0.05. El laboratorio debe determinar
segun el modelo de espectrofotometro cual es la DO optima que indique la
concentracion de GR al 2 %.

Método en camara de Neubauer:

1. Tomar del tubo conico 0,2 ml de GR ya lavados y diluirlos en 9,8 ml de SB
(2 %).

2. Realizar una dilucion 1/200 y hacer el recuento de globulos rojos en la
camara.

3. La suspension debera tener 5,4 (+ 0,2) X 108 GR / mL.

Ill: Titulacion Hemolisina
Preparacidn de las soluciones “madres” de hemolisina

Se prepararan 15 diluciones de hemolisina (tabla 1). En cada tubo se dispen-
san los siguientes volumenes de SB y de hemolisina. La solucion se homoge-
niza mediante agitacion en vortex.

Tabla 1: Preparacion de las soluciones “madres” de hemolisina

I I I

1/50 100 pl

1/150 50 pl

1/250 50 pl

1/1000 2mlT5

1/3000 1TmlT?

1/5000 1mLT?

1/7000 0,5mlLT7

1/9000 0.5 mLT7?
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Preparacidn de las soluciones “hijas” de hemolisina

e Enlafilas B, C, D, Gy H de una placa fondo en U dispensar 25 pl/pocillo
de SB excepto de las columnas 10, 11y 12 de las filas A, B, C y D (tabla 2).
¢ En la filas A (excepto las columnas 10, 11y 12) y F de la placa dispensar
50 pl/pocillo de las diluciones “madres’” de hemolisina preparadas en la
bateria de tubos de ensayo, segun protocolo de la tabla 1.

e Con una pipeta multicanal recoger 25 pl por pocillo de la fila Ay pasar a
la fila B. La homogenizacion de los dos componentes de cada dilucién se
realiza mezclando mediante 5 golpes de aspirado y dispensado de la pipe-

ccceccocce ta. Recoger 25 pl/ pocillo de la fila By pasar a la fila.
ceeceeeeee e Volver a homogenizar. Recoger 25 pl/ pocillo de la fila Cy pasar a la D.

Homogeneizary recoger 25 ul/ pocillo y descartar.
e De la misma forma, haga diluciones de la fila F sobre las filas Gy H.
e | as diluciones finales obtenidas se detallan en la tabla 3.

Tabla 2. Planilla de localizacion de las diluciones “madres” de hemolisina 'y SB

50ul  50pl  50pl  50pl 50l 50pl | 550pl  50pl 50 pt
deT1 deT1 deTl deT2 deT2 deT3  deT3 deT4 deTé

25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl 25 pul
de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB

25l 25pl  25ul  25pl 25ul 25pl 25l 25pl 254l
deSB  deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB  deSB

D 25 pul 25 ul 25 pul 25 pul 25 pl 25 pul 25 pl 25 pul 25 ul
deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB

® 6 06060600 0 0 O E

® 6 6 06 06 06 0 ¢ 0o o

® 6 6 06 06 06 0 ¢ oo o

I, o SOM SOMU SOMU  SOML  SOM  SOW  SOM  SOMl  SOW  SOM  SOML SO
deT5 deT5 deTé deT7 deT8 deT9 deT10 deT11 deT12 deT13 deTi4 deT15

® 6 6 6 06 06 06 0 0 O

eeeceeeenee 25yl  25ul  25pl  25pl  25pl  25pl 25ul 25ul 25l 25pl 25pl 254l

D G m m m m m m m m m m " m
deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB  deSB

® 6 6 6 06 06 06 0 0 O

H 25pulde 25pulde 25pulde 25plde 25pulde 25pulde 25pulde 25plde 25pulde 25ulde 25pulde 25plde
SB SB SB SB SB SB SB SB SB SB SB SB
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Tabla 3. Diluciones finales de hemolisina

1/50 1/50 1/50 1/100  1/100 1/150 1/150  1/200  1/200

B 1/100 1/100 1/100  1/200  1/200 1/300 1/300  1/400 1/400

Cc 1/200 1/200 1/200 1/400  1/400 1/600 1/600 1/800  1/800

® 6 6 6 06 06 0 0 0 O
® 6 6 6 06 06 0 0 0 O
® 6 6 6 06 06 0 0 0 O
ceccoeccoo e D  1/400 1/400 1/400 1/800 1/800  1/1200 1/1200 1/1600 1/1600

F 1/250  1/250 1/500 1/1000 1/2000 1/3000 1/4000 1/5000 1/6000 1/7000 1/8000 1/9000
G 1/500 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 1/8000 1/10000 1/12000 1/14000 1/16000 1/18000

H 1/1000 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/12000 1/16000 1/20000 1/24000 1/28000 1/32000 1/36000

Preparacidn y dispensado de la suspension de glébulos rojos

Se prepara una suspension de GR al 2 % segun lo indicado anteriormente. En
este ensayo se prepara una suspension de 5 ml.
1. Dispensar la suspension (25 ul/pocillo) en los pocillos de la microplaca.
2. Cubriry agitar la microplaca en un agitador de placas durante 30 minutos

e a bajas revoluciones. Esto proporciona la sensibilizacion de los GR (unidn
D con los anticuerpos presentes en las diluciones de hemolisinal.
R 3. Dispense 25 pl/pocillo de SB en las filas A, B, C, D, F, Gy H. En los poci-
e 0000000 ee llos de la columna 1 se dispensan adicionalmente otros 25 pl (esta columna
R actla como control del poder hemolitico de la hemolisina).

Preparacion y dispensado de una solucion de complemento

El objeto es preparar una solucion de complemento a una concentracion tal que
siempre haya reactivo disponible para detectar una posible unién de Ag (GR) -
Ac (hemolisina diluida).

Para complementos (comerciales) que den un titulo (unidad de complemento)
superior a 1/90, debe prepararse una solucion de 1/30. Para complementos que
den titulos inferiores, la solucién que se deberd preparar sera de 1/10 - 1/20
(tabla 4).
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Tabla 4: Dilucién del complemento

1. Dispensar 25 pl/pocillo de la solucion de complemento en las filas A, B, C,
D, F, Gy H, excepto en los pocillos de la columna 1.
2. Cubriry agitar la placa durante 2-4 minutos en agitador de placas.

Incubacion

Incubara 37 + 2 ° C, durante 30 minutos.

Calculos y expresion de resultados

El resultado de la relacidn de cada pocillo se evalua por el grado de hemdlisis
presente en el mismo y se consigna mediante un sistema de cruces (tabla 5).

Tabla 5: Expresion de resultados

Sobrenadante rojizo en un 25 % de intensidad,
en el fondo un deposito claro de GR

Sobrenadante rojizo en un 75 % de intensidad,
en el fondo un deposito muy tenue de GR 75 % de hemélisis

Los resultados de (a lectura se emiten en (a hoja de laboratorio correspondiente.

25 % de hemolisis

Célculos de los resultados

* Se define la unidad de hemdlisis (UH) como la dilucion mas alta que per-
mita la lisis del 100 % de los eritrocitos en el pocillo.

e Sobre la hoja del laboratorio se comprueba la repetibilidad del analisis,
constatando que los pocillos que contengan la misma dilucion de hemolisis
presentan un grado de hemolisis similar.

e Se elige la UH de la dilucidn en la que se obtenga 100 % de hemdlisis. Si
existen dudas entre dos diluciones se elegira la dilucion mas baja (mayor
concentracion de hemolisinal.

e La dilucion de trabajo (DT) se establece multiplicando por 2 la UH, es decir
2 UH 100 %.
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e Los calculos y las proporciones finales de reactivos se registran en hojas
de trabajo.

* Se podra realizar una dilucion 1/50 o 1/100 de la hemolisina en SB conser-
vando a -20 + 5 © C para luego diluirla al titulo de trabajo. Se registra el lote,
fecha y cantidad de hemolisina diluida.

IV: Sistema hemolitico

e Para la preparacion del sistema hemolitico, el volumen total del sistema
depende del nimero de placas que se deberan utilizar (1 placa= 96 pocillos
fondo en U].

e Dispensar en un frasco 2,5 mlde GR 2 % y luego 2,5 ml de hemolisina al
titulo de uso agitando suavemente para homogenizar las dos suspensiones
e incubar a 37 £ 2° C, durante 15 minutos.

V: Titulacion complemento

Se llama complemento al suero de cobayo completo, que contiene el sistema
enzimatico denominado “sistema complemento”, cuya funcion en la técnica de
fijacion del complemento es la de detectar uniones especificas antigeno-anti-
cuerpo. En el caso que en dichas uniones una de las partes sean gldbulos rojos,
es capaz de lisarla, como en el caso del sistema hemolitico que se utiliza en la
reaccion de fijacion del complemento, donde los hematies de carnero hacen el
papel de antigeno y el suero de conejo (hemolisina) de anticuerpos.

El complemento que sea objeto de titulacion debe descongelarse dejandolo
llevar a temperatura de laboratorio. Una vez reconstituido o descongelado se
mantendra en refrigeracion y solo se sacara de la heladera en el momento de
su utilizacidn. Si se prevé que se va a utilizar mas de un vial, se juntaran todos

en uno y se titulara el conjunto.

Preparacidn de las soluciones “madres” del complemento

1. Realizar 6 diluciones “madres” del complemento, empleando para ello
tubos de ensayo. Tabla 1 de este anexo.

2. En cada tubo se dispensan los siguientes volimenes de SB y de comple-
mento. La solucion se homogeneiza perfectamente mediante un agitador.
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Tabla 1. Diluciones “madre” del complemento

cul

e Preparacidn de las soluciones “hijas” en placas de ensayo y dispensado del SB

1. En lafilas B, C y D de una placa fondo en U, dispense 25 ul/pocillo de SB
(tabla 2).

2. En la filas A de la placa, dispense 50 ul/pocillo de las diluciones “madres”
de complemento por duplicado segun protocolo descripto en tabla 1.

3. Con una pipeta multicanal, recoja 25 pl/pocillo de la fila Ay trasvéselos a
la fila B. La homogeneizacion de los dos componentes de cada dilucidn se
propiciard mezclando mediante 5 golpes de aspirado y dispensacion de la
pipeta. Recoja 25 ul/pocillo de la fila By paselo a la fila.

4. Vuelva a homogenizar. Recoja 25 pl/pocillo de la fila C y paselo al D. Ho-
mogenice y recoja 25 pl/pocillo y descartelos (las diluciones que han queda-
do preparadas en la placa se detallan en la tabla 3).

5. Dispense a continuacion 50 pl/pocillo de SB en todas las filas de la placa.
6. Agite la placa durante 2-4 minutos en agitador de placas.

Tabla 2. Planilla de localizacion de las diluciones “madres” de complemento y SB

ceeeeeeene 50pl  50pl  50pl  50pl  50pl  50ul  50pl  50pl 50pl 50pl 50pl 50l
® 6 ¢ ¢ 06 0 0 0 0 o

deT1 de T2 de T4 de T2 de TS5 de Té de T1 de T2 de T4 de T2 de TS deTé6
® 6 ¢ ¢ 06 0 0 0 0 o
® 6 ¢ ¢ 06 0 0 0 0 o

25 ul 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl
® 6 6 06 06 06 0 0 0 o B

de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB de SB
® 6 6 06 06 06 0 0 0 o
ceeeeeoees 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl 25 ul
c 006066066066 C 25 pl 25 pul 25 pl 25 ul 25 pl 25 pl 25 pl H 1} H 1} H

deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB

D 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 pl 25 pul 25 pl 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 pl
deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB deSB
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Tabla 3. Diluciones finales del complemento

1/30 1/35 1/40 1/45 1/50 1/55 1/30 1/35 1/40 1/45 1/50 1/55
B 1/60 1/70 1/80 1/90 1/100 1/110 1/60 1/70 1/80 1/90 1/100  1/110
Cc 1/120  1/140 1/160  1/180  1/200 1/220 1/120  1/140 1/160  1/180  1/200  1/220

D 1/240 1/280 1/320 1/360  1/400 1/440 /240  1/280 1/320 1/360  1/400  1/440

H

Cubra la placa para evitar evaporacion excesiva e incube en estufa a 37 + 7 °C durante 15 minutos.

Dispensado del sistema hemolitico

El sistema hemolitico habra sido preparado segun procedimiento descripto
anteriormente.
1. Finalizada la incubacidn de la placa, dispense 25 ul / pocillo del SH en
todos los pocillos de la placa.
2. Cubray agite la placa durante 2-4 minutos en agitador de placas.
3. Incube en estufa a 37 + 2 °C durante 30 minutos.

Centrifugacion de la placa

Finalizada la incubacidn, centrifugue la placa a una fuerza de 1000 RPM du-
rante 3 minutos.
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Expresion de resultados

El resultado de la reaccion de cada pocillo se evaluara por el grado de hemoli-
sis presente en el mismo y se consighard mediante un sistema de cruces:

Tabla 4

Sobrenadante rojizo en un 25 % de intensidad, 25 % de hemélisis
en el fondo un deposito claro de GR

Sobrenadante rojizo en un 75 % de intensidad, 75 % de hemélisis
en el fondo un deposito muy tenue de GR

Célculos de los resultados

1. Se define la unidad de complemento (UC) o unidad hemolitica como la di-
lucidn mas alta que permita la lisis del 100 % de los eritrocitos en el pocillo.
2. Sobre la hoja del laboratorio se comprobara la respetabilidad del analisis,
constatando que los pocillos que contengan la misma dilucion de comple-
mento presentan un grado de hemolisis similar.

3. Se elige la UC con la dilucion mas alta que de 100 % de hemdlisis.

4. La dilucion de trabajo (DT) se establece multiplicando por 2 la UC.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 (0,75 Tubo 5 (0,5
(2 unidades) | (1,5 unidades) | (1 unidades) unidades) unidades)

SB (pl)
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Control de dos unidades de complemento (2 UC)
Una vez obtenida la dilucidn de trabajo, se realizaran diluciones del comple-

mento que contengan 2 unidades; 1,5 unidades; 1 unidad; 0,75 unidades y 0,5
unidades. Para ello trabajaremos segun la siguiente secuencia (tabla 5).

Tabla 5. Diluciones del complemento
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 (0,75 Tubo 5 (0,5
(2 unidades) ](1,5 unidades) | (1 unidades) unidades) unidades)

SB (ul)

Se dispensaran por duplicado 25 pl/pocillo de cada una de las diluciones en
los correspondientes pocillos de una placa y luego se completan con 50 pl de
SB (tabla 6).

Tabla 6. Unidades del complemento en la placa

0,75U

B 2U 1,5U 1U 0,75U 05U

1. Cubra la placa para evitar evaporacion excesiva, agite 2-4 minutos e
incube en estufa a 37 £+ 2 ° C durante 15 minutos.
2. Luego repita lo descripto agregando el SH

Lectura del analisis:

e Pocillo con 2 unidades: 100 % de hemolisis
¢ Pocillo con 1,5 unidades: 100 % de hemolisis
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e Pocillo con 1 unidades: 100 % de hemolisis o traza de GR en suspensidn
e Pocillo con 0,75 unidades: 0 % a 75 % de hemolisis
e Pocillo con 0,5 unidades: 0 % a 50 % de hemodlisis

Control de calidad

El ensayo debe ser repetible: pocillos con diluciones iguales deben tener un
grado de reaccion similar. En caso contrario se repetira el analisis.

Debe observarse cada gama de reacciones posibles desde diluciones con el
100 % (N) de hemdlisis (las mas bajas), hasta diluciones con el 0 % (++++]) de
hemolisis (las mas alta). En caso contrario se repetira el analisis.

En el control de 2 unidades de complemento deben dar los resultados prees-
tablecidos.

El andlisis debe informarse como APROBADO / NO APROBADO en el apartado
de observaciones de la planilla de titulacidon del complemento. En caso de no
aprobado, se repite el proceso.

VI: Titulacion antigeno

Se utiliza el antigeno de seroaglutinacion en tubo (SAT) volumen celular apro-
ximado de 4,5 %.

Se trata de determinar lo que se denomina UA (unidad antigénica) que corres-
ponde para cada lote de antigeno y sera la dilucion 6ptima de uso para ga-
rantizar la unidn con los anticuerpos presentes en los sueros problema, en la
cantidad suficiente para fijar el complemento.

El antigeno formara el complejo antigeno-anticuerpo con los anticuerpos pre-
sentes de los sueros problema y que seran capaces de fijar el complemento.
Esta reaccion requiere un titulo minimo para que se lleve a cabo, es decir, se

debe garantizar una concentracién minima de antigeno que reaccione con los
anticuerpos y sea capaz de fijar el complemento.

Preparacidn de diluciones “madre” de antigeno
Se preparan tres diluciones previas en tubos, luego se dispensaran:
e en un tubo 500 pl de SBy 10 pl de antigeno;
e en un segundo tubo 750 pl de SB y 10 pl de antigeno;
e en un tercer tubo 1250 pl de SBy 10 pl de antigeno.

Esto da una dilucion de 1/50, 1/75y 1/125, respectivamente.
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Preparacidn de las diluciones “hijas” de antigeno

En una placa de fondo en U se dispensan 25 pl de SB en todos los pocillos salvo
en la columna 1y los pocillos A10, A11, A12. La fila Cy F no se utilizaran hasta la
columna 9 (tabla 1). En la columna 1 se pondran 50 pl de las soluciones madres
del antigeno por duplicado y en los pocillos A10, A11, A12 de forma simple (tabla
1). Se diluye pasando 25 pl sucesivamente de estos pocillos a los siguientes
consiguiendo diluciones al duplo del antigeno. Las diluciones se realizan de la
columna 1 a la columna 9y de los pocillos A10, AT1, A12 hasta los pocillos H10,
H11y H12. Es decir, se pasan 25 pl de la columna 1 a la 2, se homogenizay se
pasan otros 25 pl a la columna 3y asi sucesivamente, y se eliminan los 25 pl que
sobran en la columna 9 y lo mismo en vertical en las columna 10, 11y 12.

Tabla 1. Diluciones “hijas” del antigeno

1/50  1/100 1/200 1/400 1/800  1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 1/50  1/75  1/125

B 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800  1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 1/100 1/150  1/250
(08 1/200 1/300  1/500
D 1/75 1/150  1/300 1/600 1/1200 1/2400 1/4800 1/9600 1/19200 1/400 1/600  1/1000
E 1/75 1/150 1/300 1/600 1/1200 1/2400 1/4800 1/9600 1/19200 1/800 1/1200 1/2000
F 1/1600 1/2400 1/4000

1/125 1/250 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000 1/32000 1/3200 1/4800 1/8000

H 1/125 1/250 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000 1/32000 1/s400 1/9600 1/16000

Dispensado de sueros controles positivo y negativo
Seguidamente se dispensan 25 pl de suero control positivo en los pocillos de la
filaA, B, D, E, Gy H salvo en las columnas 10, 11, 12 donde se dispensan 25 pl

de suero control negativo y servira como control de hemolisis.

El suero control positivo debe ir a una dilucion igual al titulo conocido (1/200) en
la reaccion de fijacion del complemento.
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Dispensado de una solucidn de complemento

Posteriormente se dispensan 25 pul de complemento a todos los pocillos segun
el titulo obtenido previamente. Se agita la placa 2-4 minutos y se incuba duran-
te 30 minutos a 37 + 2°C.

Dispensado del sistema hemolitico

Tras la incubacion de la placa se procede a dispensar 25 pl de sistema hemoli-
tico a todos los pocillos. Luego se agita la placa 2-4 minutos e incubara durante
otros 30 minutos a 37 + 2°C.

Centrifugacion de la placa

Finalizada la incubacidn, centrifugue la placa a una fuerza de 1000 RPM duran-
te 3 minutos.

Expresidn de resultados

El resultado de la reaccion de cada pocillo se evaluara por el grado de hemoli-
sis presente en el mismo y se consignard mediante un sistema de cruces.

Tabla 2

Sobrenadante rojizo en un 25 % de intensidad,
en el fondo un depdsito claro de GR

Sobrenadante rojizo en un 75 % de intensidad, 75 % e berdlisls
en el fondo un depdsito muy tenue de GR

Los resultados de (a lectura se registran en (a hoja de laboratorio correspondiente

25 % de hemolisis
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Célculos de los resultados

1. Se define la unidad de antigeno (UA) como la dilucion mas alta que permi-
ta una fijacion completa (0 % de hemolisis).

2. Sobre la hoja del laboratorio se comprueba la repetibilidad del analisis,
constatando que los pocillos que contengan la misma dilucion de antigeno
presentan un grado de hemdlisis similar.

3. Se elige la UA a dilucion en la que se obtenga el 0 % de hemdlisis. Si
existen dudas entre dos diluciones se elegira la dilucion mas baja (de mayor
concentracion de antigeno).

: : : : : : : : : : 4. La dilucion de trabajo (DT) se establece multiplicando por 2 la UA.
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Anexo |

Modelo de planilla de emision de resultados
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