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BUENOS AIRES, 30 SEP 2015

VISTO el Expediente N° S05:0048174/2014 del Registro del MINISTERIO DE
AGRICULTURA, GANADERIA Y PESCA, la Ley de Policia Sanitaria de los Animales N°

3.959, el Decreto N°® 1.585 del 19 de diciembre de 1996, y

CONSIDERANDO:

Que atento lo expresado en el Articulo 1° de la Ley de Policia Sanitaria de los
Animales N° 3.959, el SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD Y CALIDAD AGROALI-
MENTARIA (SENASA) es el Organismo Nacional competente para entender en la defensa de
los ganados en el territorio de la REPUBLICA ARGENTINA contra las enfermedades conta-
giosas exoticas y la accidn de las epizootias ya existentes en el pais.

Que la Brucelosis Ovina (Brucella ovis) es una enfermedad infecciosa transmisible
que afecta unicamente a ovinos como asimismo la eficiencia reproductiva de los ganados.

Que a nivel internacional, la ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD
ANIMAL (OIE) reconoce en su Lista B, Seccién 2.4, Capitulo 2.4.1. del Manual sobre Ani-
males Terrestres a la Brucelosis OQvina (Brucella ovis) como enfermedad de importancia, esta-
bleciendo ademas las técnicas analiticas reconocidas para su diagnostico.

Que a nivel nacional existen laboratorios con capacidad técnica operativa para

—

S/E[NLA(SA realizar cstas técnicas pero no se cuenta con un marco normativo especifico en la materia.

: ]’Q Que la prueba de Fijacion del Complemento (FC), la prueba de Inmunodifusion en Gel de
= ’ Agar (IDGA) y Enzimoinmunoensayos Indirectos (I-ELISA) usando antigenos de superficie solubles
\ {"(‘1*’ obtenidos a partir de la cepa Brucella ovis REQ 198, deben ser utilizadas para el diagnostico.
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Que la incorporacion de técnicas de diagnostico, tales como la Fijacion de Com-
plemento y Elisa Indirecto, probadas en cuanto a su implementacion, sensibilidad y especifi-
cidad, facilitard la armonizacion del marco normativo de analisis de muestras vinculadas con
esta enfermedad.

Que la aprobacion de un marco normativo unificado en esta materia favorecera la
gestion de planes de control y erradicacion especificos, y el comercio nacional e internacional
de reproductores y material reproductivo (semen y embriones).

Que la Direccidn General de Laboratorios y Control Técnico, se ha expedido fa-
vorablemenle sobre la conveniencia de incorporar las nuevas técnicas de diagnostico propues-
1as,

Que la Direccion de Asuntos Juridicos ha tomado la intervencién de su competen-
cia, no encontrando reparos de orden legal que formular,

Que la suscripta es competente para resolver en esta instancia conforme las facul-
tades conferidas por el Articulo 8° inctso f) del Decreto N° 1.585 del 19 de diciembre de

1996, sustituido por su similar N° 8§25 del 10 dejﬁnio de 2010.

Porello,
LA PRESIDENTA DEL SERVICIO NACIONAL DE

SANIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA

e RESUELVE:

ity .

' ’k ARTICULOQO 1°.- Técnicas Diagnosticas. Técnicas de Inmunodifusion en Gel de Agar (IGDA),
//x— Elisa Indirecto y Iijjacion del Complemento. Se adoptan las técnicas de Inmunodifusion en

'/ I [1’
/ Gel de Agar (IDGA) v Elisa Indirecto y Fijacion del Complemento como Unicas téenicas au-
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torizadas para el analisis seroldgico de Brucella ovis en reproductores machos ovinos (carne-
ros) mayores de SEIS (6) meses.

ARTICULO 2°.- Resultados Divergentes. Ante resultados divergentes o contradictorios entre
distintas pruebas, la Técnica de Fijacion del Complemento obrara como prueba de referencia,
estableciendo el diagnostico seroldgico definitivo.

ARTICULO 3°.- Ejecucion de las Técnicas Pertenecientes a la Red Nacional de Laboratorios.
Las pruebas citadas precedentemente deben ejecutarse e interpretarse conforme al Manual de
Procedimientos Técnicos de Diagnostico de Brucella ovis, que forma parte integrante de la
presente resolucion.

ARTICULO 4°.- Autorizacion de Laboratorios. Los Laboratorios integrantes de la Red Na-
cional de Laboratorios del SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD Y CALIDAD AGROA-
LIMENTARIA deben solicitar la autorizacion para la ejecucion de las pruebas seroldgicas
mencionadas en el Articulo 1° de la presente norma a la Direccion General de Laboratorios y
Control Técnico. El pedido debe realizarse por escrito, detallando las técnicas aplicadas, los
reactivos, materiales, métodos, personal e instalaciones utilizadas en los procedimientos co-
rrespondientes.

ARTICULO 5°.- Emision de Certificados Oficiales. Una vez obtenida la autorizacién men-
cionada en el articulo anterior, los laboratorios integrantes de la Red Nacional de Laboratorios
del SENASA se encuentran facultados para otorgar certificados oficiales de los resultados
diagndsticos, los cuales deberan contener:

Inciso a) Datos del laboratorio interviniente, incluyendo nimero de autorizacion otorgado por
el Direccion General de Laboratorios y Control Técnico, de conformidad con lo previsto en el

Articulo 4° dc la presente resolucion.
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Inciso b) Identificacion del productor agropecuario y/o del solicitante, identificacién de la
muestra, mencion de la prucba seroldgica realizada y su resultado.
ARTICULO 6°.- Aprobacién del Manual de Procedimientos. Se aprueba el Manual de Proce-
dimientos Técnicos de Diagnostico de Brucella ovis de la Direccion Nacional de Sanidad
Animal y de la Direccion General de Laboratorios y Control Técnico del SERVICIO NA-
CIONAL DE SANIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA (SENASA) que, como
Anexo, forma parte integrante del presente.
ARTICULO 7°.- Modificaciones y actualizaciones de la norma. La Direccién General de La-
boratorios y Control Técnico y/o la Direccién Nacional de Sanidad Animal podran sugerir la
revisién y modificacion de estas técnicas conforme a la evaluacion que surja de su aplicacion
y los avances técnicos y cientificos en el diagndstico de esta enfermedad.
ARTICULO 8°.- Infracciones. Los infractores a la presente resolucion son pasibles de las
sanciones que pudieran corresponder de conformidad con lo establecido por el Capitulo VI
del Decreto N° 1,585 del 19 de diciembre de 1996.
ARTICULO 9°.- Creacion. Se crea en el Libro Tercero, Parte Tercera, Titulo 11, Capitulo 11,
Seccidon 2° - Rumiantes Menores, la Subseccidon 4 Brucelosis Ovina del Indice Temético del
Digesto Normativo del SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD Y CALIDAD AGROALI-
MENTARIA aprobado por la Resolucion N° 401 del 14 de junio de 2010 y su complementaria

N° 738 del 12 de octubre de 2011 ambas del citado Servicio Nacional y se incorpora la pre-

q?{j\a sente resolucion a la citada subseccion.
/ Q h ARTICULO 10.- La presente resolucion entrard en vigencia a partir del dia siguiente al de su
s

publicacion en el Boletin Oficial.

ARTICULO 11.- Comuniquese, publiquese, dése a la Direcciéon Nacional del Registro Oficial
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GEJIETIVO

El presente Manual esta dirigido a los Laboratorios veterinarios que realicen el diagnéstico
serolégico de la Brucelosis ovina. Contiene los requisitos técnicos necesarios para realizar las
pruebas con caracter oficial.

Las mencionadas técnicas son internacionalmente reconocidas y recomendadas por la
ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL (OIE) y EL SENASA.

Version 1.0/2015.
Elaborado por:

Miguel Trezeguet, M.V., MSc
Ana M. Nicola, M.V, MSc
Sebastian Elena. MV., MSc
Cristina Franco, Vet.

Nicolas Venditti, Vet.
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AOREVIATURAS

Ag: Antigeno

C’. Complemento de cobayo

DILAB: Direccion de Laboratorios y Control Técnico
ELISA: Enzimoinmunoensayo

FC: Fijacién de Complemento

IDGA: Inmunodifusion en gel de agar

[ELISA: Enzimoinmnnoensayo Indirecto

LPS: Lipopolisacarido

M: Molar

OIE: Organizacién Mundial de Sanidad animal

PA: Poder anticomplementario

RENSPA: Registro Nacional Productor agropecuario
Ui/ml: Unidades Internacionales por mililitro

UIFC: Unidad Internacional fijadora del complemento

UC: Unidad de complemento
UH: Unidad de hemolisina

SH: Sistema hemolitico
TV: Tampon veronal calcio- magnesio
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OANTRODUCCION

La Brucella ovis es el agente causal de la “Epididimitis Ovina”; esta es una enfermedad
infecciosa transmisible que afecta uUnicamente a ovinos. No es considerada una
ZOONOoSsis.

En los machos se caracteriza por epididimitis e infertilidad.

La patogenicidad en la oveja es discutida, causa infertilidad, fundamentalmente en
hembras de primer servicio, abortos tardios y mortalidad neonatal.

1.0 Eiclogia

. Género: Brucella
. Especie: Brucella ovis

Es un cocobacilo Gram-negativo; inmovil; no hemolitico, no esporulado; sin capsula;
microaeréfilo (debe cultivarse en ambiente con 10% de CO:2 para su aislamiento);
catalasa positivo; intracelular facultativo.

B. ovis, asi como las otras integrantes del género, resiste la decoloracion por acidos
débiles, en la tincion de Ziehl-Neelsen modificada por Stamp, se observan cocobacilos
rojos en fondo azul. El resultado debe ser siempre confirmado por el cultivo
bacteriolégico.

B. ovis presenta inmunogenicidad cruzada con B. canis, ambas especies son las
Unicas integrantes del género Brucella que son morfolégicamente de forma rugosa
(cepas rugosas).

L poidernologis

La epididimitis de los carneros producida por B. ovis ha sido diagnosticada
practicamente en todos los paises donde se crian ovinos.

Tanto machos como hembras pueden infectarse, pudiendo transformarse en
portadores; pero, en la epidemiologia de la enfermedad, el macho es quien adquiere
un papel predominante debido a su capacidad de difundir la enfermedad a otras
majadas; siendo la puerta de enfrada de la infeccion al establecimiento libre, la
introduccion de animales enfermos.

Es una enfermedad de caracter venéreo, el material de eleccion para la transmision
el semen, siendo la via mas importante la encarnerada. Un macho infectado lo
transmite a una hembra sana que actia como vector mecanico, transmitiendo la
enfermedad a los machos que la cubren.

transmision de la enfermedady

: et : - e B S
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Los carneros vasectomizadoﬂ retajos también pueden infectarse participando en la
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La B. ovis se acantona en las vesiculas seminales, epididimos y también se elimina
por |la orina. Los contagios se producen con mayor frecuencia entre la pubertad y los
15 a 18 meses de edad.

La prevalencia en machos reactores serologicos positivos y con manifestaciones
clinicas de epididimitis, aumenta con la edad. En los machos jovenes B. ovis es de
menor importancia que otras bacterias (Actinobacillus seminjis y Histophilus ovis)
como agente etiolégico de epididimitis.

El agente se elimina por semen, secreciones vaginales, leche y orina, de forma
intermitente. También, se ha comprobado, que la bacteria puede recuperarse de
secreciones uterinas de ovejas hasta 10 dias después del aborto.

Aunque se ha descripto como vias de entradas al organismo animal por mucosas
nasal, ocular y oral, estas parecen no tener la importancia que tiene la enfermedad
provocada por otras especies del género Brucella que afecta a otras especies
domésticas.

Lo PRIGgEn

Las vias mas frecuentes de penetracion de la bacteria es a través de las mucosas
peneana, rectal o vaginal, donde puede permanecer por algun tiempo, para después
migrar a los linfonddulos regionales. En estos se multiplica y va siendo liberada al
torrente sanguineo a medida que las células infectadas son destruidas. Esta constante
eliminacion de bacterias estimula el sistema inmune, que produce inmunoglobulinas
G, cuya presencia es de importancia en el diagndstico.

Al final del segundo mes de infeccidon se produce una bacteriemia y el agente se
localiza preferentemente en el area genital. En el 90 % de los casos se ubica en la
cola del epididimo, donde provoca una reaccion de edema intersticial e inflamacion en
los tejidos adyacentes a la capa basal del epitelio. Produce edema con llegada de
polimorfonucleares y macrofagos, hiperplasia y degeneracion vacuolar de epitelio
tubular, con ruptura y extravasacion del material seminal al intersticio, con la
consecuente formacién de un granuloma espermatico.

Durante estas primeras etapas hay un ligero aumento de tamafio y consistencia de la
cola del epididimo, que es practicamente impalpable, pero en este momento ya existe
serologia positiva y alteraciones seminales.

Las mayores lesiones no son debidas al agente, sino que son debidas al granuloma
espermatico. Estas alteraciones se desarrollan durante un periodo de meses, tiempo
durante el cual se encuentran gran cantidad de microorganismos en el eyaculado. El
granuloma espermatico resultante semeja a un absceso y la cola puede estar
agrandada de tamaiio 4 6 5 veces por la reaccion fibrosa. Si el material seminal pasa
a la cavidad vaginal causa una severa inflamacién con fuertes adherencias.

No se produce orquitis primaria, sino que la degeneracion testicular es secundaria al
estasis en los tubulos seminiferos, que a menudo lleva a calcificacion. El érgano
afectado es estéril. La Brygglla ovis también puede provocar seminovesiculitis.

En las ovejas la patogenifigad es baja, pudiendo darse placentitis a nivel trofoblastico,

égina 4
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llevando a isquemia y necrosis de los cotiledones, dando como consecuencia el
aborto.

iones glinices

No existen manifestaciones clinicas generales. Solamente 1/3 de los carneros
enfermos presentan lesiones palpables.

Los casos agudos, son dificiles de detectar clinicamente, se ve en animales jovenes
con edema y aumento del tamafio del escroto, fiebre, depresién y anorexia, alos 3 a
5 dias baja la inflamacién pero las colas del epididimo contintian agrandadas.

En los casos crénicos la manifestacién clinica caracteristica de la enfermedad es una
inflamacion en la cola del epididimo, que puede extenderse al cuerpo y cabeza del
érgano, los epididimos se palpan aumentados de tamafio, indurados y con menor
elasticidad. En la mayoria de los casos las lesiones son unilaterales, pero pueden
observarse ambos testiculos afectados.

En casos avanzados puede detectarse orquitis con aumento de tamafio o atrofia
testicular y degeneracién del testiculo afectado, asi como adherencias de las tanicas
que lo envuelven.

La fertilidad puede variar desde normal a nula dependiendo del grado de la lesion.

En el espermograma se observan gran namero de leucocitos, anomalias secundarias
(cabezas sueltas y defectos de cola) y células en bote, que son células epiteliales que
sufren necrosis, baja concentracion espermatica y motilidad de masa disminuida.
También puede evidenciarse la presencia de microorganismos (no siempre).

En las hembras puede observarse vaginitis y cervicitis post-servicio.

También se observa aborto e infertilidad, especialmente en las borregas de primera
cria. El aborto ocurre en el altimo tercio de la gestacion y el porcentaje es reducido.
Luego del aborto puede observarse retencion de placenta y lesiones de la placenta
fetal, que consisten en placas amarillo-grisaceas en los espacios intercotiledonarios.

La infertilidad es temporaria, comportandose normalmente en la proxima época de
servicios. También provoca nacimientos de corderos débiles que mueren al poco
tiempo de nacidos.

T T T ]
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2. DIAGMOSTICO DE LABORATORIO

2.1 Medidaz generales de Bioseguridad y seguridad en el laboratorio

Las personas que tfrabajan con agentes infeccioscs o materiales potencialmente
infectados deben conocer los riesgos potenciales, y estar capacitados en las practicas
y técnicas requeridas para manipular dichos materiales en forma segura.

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

Cada laboratoric debe desarrollar o adoptar un manual con procedimientos de
bioseguridad que identifique los riesgos que se encontraran o puedan producirse, y
que especifique las practicas y procedimientos destinados a minimizar o eliminar las
exposiciones a estos riesgos.

Se debe alertar al personal acerca de los riesgos especiales y se les debe exigir que
lea y cumpla las practicas y procedimientos requeridos.

Ef acceso al laboratorio debe ser limitado o restringido. El laboratorio debe ser
diseflado para que su limpieza sea sencilla y contar con una pileta para el lavado de
manos. Las superficies 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 trabajo y los equipos.

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

Si el laboratorio tiene ventanas que se abren hacia el exterior, deben estar provistas
de mosquiteros.

Se deben usar ambos, batas o uniformes de laboratorio de proteccion adecuados
durante la permanencia en el mismo. Se debe retirar y dejar esta ropa de proteccion
en el laboratorio antes de dirigirse a otras areas (por ejemplo, cafeteria, biblioteca,
oficinas administrativas).Se debe usar ademas calzado cerrado y cabello recogido.

Se deben usar guantes cuando las manos entren en contacto con materiales
infecciosos, superficies o equipos contaminados. Puede ser apropiado el uso de dos
pares de guantes. Los guantes, se retiran al terminar el trabajo o se descartan y se
hace cambio de guantes cua estos entraron en contacto directo con el material

/ ™ Pagina ! 46
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infeccioso 0 cuando estd comprometida la integridad del guante. Los guantes
descartables no se lavan, no se vuelven a usar ni se utilizan para tocar superficies
“limpias” (teclados, teléfonos, entre otras), y no se deben usar fuera del
laboratorio.

Las personas deben lavarse las manos frecuentemente durante el trabajo en el
laboratorio, luego de manipular materiales potencialmente viables, luego de quitarse
los guantes y antes de retirarse del laboratorio

No esta permitido comer, beber, fumar, usar lentes de contacto, maquillarse o
almacenar alimentos para consumo personal en dreas de trabajo. Se debe utilizar
proteccion ocular para los procedimientos en los que se puedan producir salpicaduras
de material infeccioso u otros materiales peligrosos.

La iluminacion debe ser adecuada para todas las actividades, evitando los reflejos y
el brillo que puedan molestar la vision.

Esta prohibido pipetear con la boca; se debe utilizar dispositivos mecanicos y aplicar
procedimientos para el manejo seguro de objetos cortantes o punzantes.

Todos los procedimientos se llevan a cabo con precaucion a fin de minimizar la
creacion de salpicaduras o aerosoles.

Las superficies de trabajo se descontaminan antes y después de finalizar las tareas y
ante todo derrame de material viable.

Todos los cultivos, stocks y ofros desechos debidamente segregados se
descontaminan antes de ser desechados mediante un método de descontaminacion
aprobado, como por ejemplo, mediante autoclave. Los materiales que se deben
descontaminar 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 inmediato se embalan de
conformidad con las normas locales, estatales y federales aplicables antes de
retirarlos del establecimiento de acuerdo a las indicaciones de la Ley 24051 de
Residuos Peligrosos.

Agente: Brucella (B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. suis y B. ovis).
El género Brucella clasificado por el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la

OMS”, en el Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacional
bajo) agentes patégenos que guelen provocar enfermedades humanas o animales

T T T T T T T T e T ST,
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graves, pero que de ordinario no se propagan de un individuo a otro. Existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces.

La brucelosis sigue siendo la infecciéon bacteriana de laboratorioc mas cominmente
reportada. Tanto B. abortus, B. canis, B. melitensis como B. suis pueden provocar la
enfermedad en personal de laboratorio atribuidos a la exposicion directa o accidental
a material infeccioso

Hasta la fecha, no se han reportado casos humanos, provocados por B. ovis y es
considerada como no zoondtica. Sin embargo, en las zonas dende coexiste infeccion
de B. melitensis con B. ovis, se requiere especial cuidado al manipular muestras, que
seran transportados al laboratorio en recipientes para sustancias infecciosas (6.2)

Riesgos de laboratorio: El agente puede estar en sangre, en el fluido cerebroespinal,
en el semen y, a veces, en la orina. La mayoria de los casos de laboratorio se han
producido en instalaciones de investigacion y produccion y, se debieron a la
exposicién a las cepas de Brucella patdbgenas para el hombre, cultivados en grandes
cantidades. También se han producido casos en el ambito del laboratorio clinico por
aspirar cultivos bacteriologicos. En estos casos, generalmente, ha habido contacto
directo de la piel con los cultivos o con especimenes clinicos infecciosos de animales
(por ejemplo, sangre, descargas uterinas).

Los aerosoles generados durante los procedimientos de laboratorio, el pipeteo, las
inoculaciones parenterales accidentales y los aerosoles hacia los ojos, nariz y boca
también han provocado infecciones.

Precauciones: Para toda la manipulacion de cultivos de Brucella spp. y para estudios
experimentales con animales, se debe trabajar con equipos de contencion y en
instalaciones del Nivel de Bioseguridad 3.

2.2, Aseguramtiento de calidad en el Laboratorio

Los laboratorios deberan cumplimentar la reglamentacion vigente de acuerdo a las
BPL (SENASA), Norma ISO/IEC 17025, OIE Quality Standard and guidelines for
veterinary Laboratorios: Infectious diseases (2008)

Para que los resultados del diagnéstico sean uniformes y confiables, deben efectuarse
siguiendo técnicas estandarizadas, con operadores capacitados en la realizaciéon 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 aglicar acciones correctivas.
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Los procedimientos se pueden monitorear mediante el control interno, con la
utilizacion diaria de sueros con titulos conocidos y el control externo con
interlaboratorios con un laboratorio de referencia. El control permanente de |a calidad
de los resultados, junto a las buenas practicas de laboratorio que incluyen la utilizacion
de técnicas evaluadas, personal capacitado y operaciones estandarizadas, garantizan
el diagnostico.

205 Dontrol de catidad ge insumos

Todos los insumos y reactivos que se utilizan en el laboratorio deben estar
establecidos con formulas y procedimientos detallados en manuales disponibles en el
area de trabajo.

La composicion, tipo de envase, identificacion y lugar de almacenamiento debe ser Ia
indicada 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
establecidas.

El agua empleada en el laboratorio de diagnostico debe ajustarse a las
especificaciones recomendadas para cada uso. En general para el lavado del material
de vidrio se usa agua de tipo I, purificada y con una conductividad especifica maxima
de 5.0 micromhs/cm, 0.2 mega Homs/cm de resistencia especifica (minima), 0.01 mg/I
(como maximo) de silicatos y de metales pesados.

En la preparacion de soluciones para pruebas serolégicas, soluciones tamponadas,
medios de cultivo y colorantes se emplea agua purificada de tipo il. Admite como
maximo una conductividad especifica de 2.0 micromhs/cm, 0.5 mega Homs/cm
(minimo) de resistencia especifica, 0.01 mg/l (maximo) de silicatos y de metales
pesados.

Para preparar reactivos y soluciones de referencia, realizar pruebas de ELISA y
reconstituir liofilizados se utiliza agua de tipo . Debe tener una conductividad
especifica de 0.1 micromhs/cm (maximo), una resistencia especifica de 10.0 mega
Homs/cm (minimo) y el mismo limite de silicatos y metales pesados que los tipos
anteriores.

Los reactivos bioldgicos que se emplean en las técnicas, deben utilizarse de acuerdo
a las especificaciones del Manual de Procedimientos Operativos, respetando las
indicaciones para la conservacién, almacenamiento y titulacion.

Los reactivos y kits diagnostjcos que se utilizaran y comercializaran en el pais, para
diagnostico oficial deberan debidamente registrados y aprobados ante el SENASA.
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2.4, Zquipos

El laboratorio debe tener un inventario, programa de control y mantenimiento de los
equipos que emplea en el diagnostico.

v Bl e ro B fne e 8 AR e e b oo Y, Pk o ek oy
4.5 meglstro de enirade de muestras

Los taboratorios deben contar con un registro de entrada de muestras, en el que
conste como minimo la siguiente informacion:

= Fecha de recepcion de muestras.

= Cantidad de muestras.

* Especie.

» Fecha de extraccion de muestras.

* Procedencia: establecimiento, nimero de RENSPA.

s Localidad: departamento, partido, provincia.

* Remitente: veterinario acreditado, nombre y numero de registro, otorgado por la

Direccién Nacional de Sanidad Animat (DNSA) SENASA.
= Motivo del envio: saneamiento, traslado, importacion, exportacion y otros.

»  Fecha de emision de los resultados.

2.6, Caranteristicas v condicionas doe las muesiras
2o Condiciones de "recepcion” de {as mussiras:

= Sangre entera o suero refrigerados.
* Suero congelado.
* Tubos con identificacion clara, de preferencia sobre cinta de papel o similar

adherida al tubo; con marcacion firme e indeleble en el cuerpo del tubo.

LE]

232, Condicionas de "rechnazo” o demora del procesamienio de las muesiras:

= Falta de planillas protocolo o planillas incompletas.

» Sangre entera congelada.

R i ]
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» Sangre entera o suero, contaminados.

= Sueros hemolizados.

» Tubos no identificados.
iz Lanovaloiios debearan ser exigentes con la calidad de fas muestras a procesar
come asi tambien con la planidla de toma de muesira firmada por el veterinaric

acreditado actuanie que debe acomopadiar a las muesiras

Los informes que elabore el Laboratorio deberan ser precisos para poder desarrollar
adecuadamente las acciones de saneamiento.

Lhagnostico de Srucelia ovis

T3
]

21 identificacion del agente:

Lesiones clinicas (epididimitis y orqui-epididimitis} en carneros puede ser indicativo de
la existencia de la infeccién, pero se requieren examenes de laboratorio para confirmar
la enfermedad. La confirmacién de laboratorio puede basarse en métodos directos o
indirectos. El diagnostico directo se realiza mediante el aislamiento bacteriologico de
B. ovis de muestras de semen o tejidos de carneros, o secreciones vaginales, la leche
y los tejidos de ovejas, en medios selectivos adecuados. Brucella ovis es similar a las
otras Brucella spp. en su morfologia, propiedades de tincién y las caracteristicas
culturales, excepto que da reacciones negativas a las pruebas de oxidasa y ureasa.
Los métodos moleculares se han desarrollado para la identificacion complementaria
basado en secuencias gendmicas especificas. La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) puede proporcionar medios adicionales de deteccidn. Sin embargo,
se prefiere el diagnostico indirecto basado en pruebas serolégicas para el diagnostico
de rutina.

s PRUERAS SSroiogcas!

La prueba de Fijacion del Complemento (FC), la prueba de inmunodifusidn en gel de
agar (IDGA) y ensayos inmunoenzimaticos indirectos (I-ELISA) usando antigenos de
superficie solubles obtenidos de la cepa B. ovis REO 198, se deben utilizar para el
diagnostico. La sensibilidad de la pruebas de IDGA y I-ELISA son similares y pueden
ser mas elevada que el FC. Una combinacidn en paralelo de la prueba IDGA y I-ELISA
parece dar los mejores resuitados en términos de sensibilidad, pero con respecto a la
sencillez y el costo, la prueba IDGA es la prueba mas factible para el diagnéstico de
B. ovis en laboratorios no especializados. Sin embargo, debido a la falta de métodos
normalizados reconocidos a nivel internacional para la IDGA y I-ELISA, la prueba
prescrita para el comercio internacional sigue siendo la FC.

Antigenos HS para su uso en pruebas seroldgicas deben ser preparados a partir de
Brucella ovis cepa REO 189 es CO:2 y suero independiente.

T T e . - T RN
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El Suero Estandar Internacional anti-Brucella ovis (1985) es |la referencia utilizada para
comparar y estandarizar el resto de los patrones secundarios. Este estandar de
referencia esta disponible para los laboratorios de referencia nacionales y debe
utilizarse para establecer los estandares secundarios o nacionales frente a los cuales
puedan prepararse los estandares de trabajo que se utilizaran en el laboratorio de
diagnostico de forma sistematica en el dia a dia.

S minunedifusian en gel de agar
Materiales:

* Micropipetas de 10-100pl.

* Placas de Petri (100mm de diametro} / porta objetos
= Recipientes varios.

» Puntas de pipetas (fips).

Equipos:

» Centrifuga.

» Heladera.

» Freezer.

=  Vortex.

» Sacabocado perforador de agar.
» Bomba de vacio.

» Camara humeda.

= (Caja de lectura con fondo oscuro.

Reactivos:

» Antigeno HS preparado a partir de Brucella ovis cepa Reo 198 aprobado por
SENASA. Conservar el Antigeno en el freezer a -20 + 5° C, en envase de vidrio,
No de poliestireno. No se debe conservar en la heladera.

»  Suero control positivo.
Drogas y Soluciones:

= Agar Noble o agarosa.
= Cloruro sodico.

» Acido Bérico.
=  Cloruro Potasico.

ANEXO
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= Agua destilada.

Preparacion de tampén borato (preparado con acido borico [12,4 g]; cloruro potasico
[14,5 g] y agua destilada [1.600 ml]; ajustado a pH 8,3 con una solucion de NaOH (0.2
M), y llevado hasta 2.000 ml de volumen final con agua destilada).

Para preparar el agar se disuelve 1g de agarosa (o agar Noble), 10 g de NaCl en 100
ml de tampon borato hirviendo mientras se agita continuamente. Se cubren los
portaobjetos o placas de petri colocados sobre una superficie plana, con la cantidad
necesaria del agar fundido para formar un lecho de 25 mm de espesor
(aproximadamente 3,5 ml para los portaobjetos estandar y 13-14 ml en placas de Petri
de 100 mm)

Después de que el agar se haya solidificado (15-20 minutos) en una superficie
nivelada, se recomienda dejar al menos una hora en heladera para asegurar que el
agar este bien fiime cuando se perfora, se recortan los pocillos utilizando un
sacabocado para agar. Los pocillos deberan ser de 3 mm de didmetro y estar
separados 3 mm entre ellos, y estar dispuestos segun un patron hexagonal alrededor
de un pocillo central que también tendra 3 mm de diametro.

Ejecucion del ensayo:

Descongelar y mezclar bien los sueros y el antigeno utilizando
preferentemente vortex o invirtiendo el tubo (o envase) varias veces.

Con micropipeta cargar los pocillos 2, 4 y 6 en forma individual con los sueros a
procesar y en los pocillos 1, 3 y 5 el suero control positivo. Por Gltimo cargar en el
pocillo central el antigeno. (Fig. 1)

Los pocillos seran llenados completamente teniendo la precaucion de no desbordar,
ni dejar burbujas. A su vez ningun pocillo debe quedar sin cargar. Revisar bien las
rosetas y descatar aquellas donde, por una mala perforacion, el agar esté rajado y
haya comunicacién entre los pocillos.

Incubar en camara humeda a temperatura ambiente 22 + 4 °C, 48 horas.

Realizar una primera lectura a las 24 hs y la lectura definitiva a las 48 hs.
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Fig. 1 Diagrama de siembra de sueros y antigeno
Suero problemas: Pocillos 2,4y 6

Sueros controles: Pocillos 1, 3y 5

Antigeno: Pocillo central

@8@
0L

Lectura e interpretacion de resultados:

La lectura se efectua bajo haz de luz suave indirecta sobre un fondo oscuro revelando
las bandas de precipitacion.

Antes de una lectura definitiva, si se observan lineas inespecificas, se recomienda
lavar las placas de agar durante una (1) hora en una solucién en agua de citrato sédico
al 5% para limpiar las lineas de precipitacién inespecificas.

L as reacciones se clasifican en:

POSITIVAS:

Cuando se aprecia una banda o linea de precipitacion definida entre el pocillo central
(Ag) vy los orificios de los sueros problemas, mostrando una identidad total o parcial
con la del suero control positivo.

También pueden aparecer lineas de precipitado que no den una identidad total y que
pueden corresponder a componentes antigénicos minoritarios de los extractos HS (en
las infecciones debidas a ofras especies del género Brucella también pueden
generarse con frecuencia anticuerpos frente a estos componentes). Estas reacciones
también deben considerarse positivas.

NEGATIVAS:
Cuando no se aprecta ninguna banda de precipitacion entre el orificio central (Ag) y
los orificios de 10s sueros problema.

Criterios de aceptacion del resultado

De no observar la presencia de la banda de precipitacion de los controles positivo, la
prueba sera considerada como no valida y debera ser repetida.

- e e —— - T Y
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3.4 Fiiacion de complevnenio

Materiales:

= Material de vidrio de volUmenes varios.

*» Pipetasde:1Tml,2ml, 5miy 10ml

»  Gradillas.

= Parafilm para cubrir placas.

» Puntas de pipetas (Tips).

» Tubos de centrifuga cénicos.

=  Tubos de Khan.

* Placas de polipropileno de 96 pocillos con fondo en U.

Equipos:

= Estufa 37 £ 2°C.

=  Termo de nitrogeno liquido o freezer (- 70°C £ 10°C).

» Bano termostatico 60-63°C.

= Agitador de placas.

« Espectrofotémetro (540nm).

» Micropipetas automaticas monocanales y multicanales de rango 10 ul a 200 pl.
=  Termométros certificados.

= Peachimetro.

= Balanza.

Reactivos:

»  Suspension de glébulos rojos 2% (GR 2%).

= Hemolisina producida en conejo (H).

= Complemento de cobayo (C).

= Antigeno de Brucella ovis (Cepa Reo 198) (Ag).

Sueros:

= Suero control positivo.

» Suero control negativo.

= Sueros problemas a analizar.

Soluciones (Anexo |):

* Tampodn veronal calcio magnesio 5X (TV 5X).
= Tampén veronal calcio magnesio 1X, pH 7,3-7,4. (TV 1X).

:’L'\L@ — (/{!
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EJECUCION DE LA PRUEBA (Microtécnica):

Utilizar microplacas de 96 pocillos fondo en U. Presentar ia microplaca de manera que
las letras indiquen cclumnas (diluciones del suero) y los nimeros indiguen las filas
(sueros a analizar). De esta manera, en cada placa se incluyen 12 muestras de suero
para analisis y a cada muestra se le realizan 8 diluciones en base 2 (1:2 a 1:256).

El procedimiento se desarrolla en caliente (incubacién en estufa a 37 £ 2°C) y utiliza
los siguientes reactivos en volumenes de 25 pul:

a) Tampoén Veronal 1X.

b) Sueros inactivados a 60 — 63°C

c) Solucion de complemento de cobayo en TV 1X que contenga 2
UC/mi.

d) Solucion de antigeno en TV 1X a la dilucion de trabajo.

e) Sistema hemolitico obtenido por la mezcla de volimenes iguales de una
solucion de hemolisina en TV 1X que contenga 2 UH/ml y de una
suspension de eritrocitos de carnero en TV 1X al 2%.

Inactivacion de los sueros

Las muestras de suero se inactivan en bafo termostatico para eliminar el
complemento natural contenido en las mismas.

La temperatura del banoc se controlard mediante la introduccién de un termoémetro
certificado durante todo el tiempo de exposicion de las muestras al agua.

Los sueros se inactivan por 30 minutos en bafio termostatico a 60°C — 63°C (en caso
de que los sueros sean anticomplementarios, se recomienda realizar otra ciclo de
inactivacion de 30 minutos).

Las muestras podran ser sumergidas en el bafio termostatico de la siguiente forma:

- En tubos de khan tapados herméticamente, contenidos en gradillas,
debidamente identificados.

La inactivacion de las muestras podra realizarse un dia antes del analisis. En este
caso, una vez retiradas del bafio termostatico se dejaran a temperatura ambiente
durante al menos 30 minutos para luego conservar en heladera. Si el analisis se
realizaria después de las 24 hs, las muestras ya inactivadas se conservaran a -20 t
5° C.
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Controles utilizados
Sueros controles:

= Control positivo

o Pre-diluir el suero control positivo 1/12,5 con TV 1X, inactivar, alicuotar y
conservara-20+5°C.

o Dispensar 25 pl/pocillo de TV 1X en la fila 1 de la placa control desde 1G
hasta la 1A.

o Dispensar en el pocillo H1, 50 pnl del suero control positivo diluido
previamente 1/12,5 con TV 1X, tomar 25 pl de suero del pocillo H1 y pasarlo
al pocillo G1, homogeneizar bien los dos componentes, luego pasar 25 pl
al siguiente pocillo F1, y repetir la misma secuencia hasta el pocillo A1.
Tabla 1

= Control negativo

Se realiza una dilucion en base 1:2 de la siguiente manera:

o Dispensar 25 pl/pocillo de TV 1X en la fila 2 de la placa control desde 2H
hasta la 2A,

o Dispensar en el pocillo H2, 25l del suero control negativo, homogeneizar
bien, tomar 25 nl del pocillo H2 y pasarlo al pocillo G2, homogeneizar bien
los dos componentes, luego pasar 25 pl al siguiente pocillo F2, y repetir la
misma secuencia hasta el pocillo A2. Tabla 1

= Control de la ausencia de poder anticomplementario del antigeno

Dispensar por duplicado (H3 y G3) en la microplaca de los controles

Q
o 25 plfpocillo de la solucidn de antigeno
o 25 plpocillo de TV 1X

o 25pl/pocilode C

= Controles del sistema hemolitico

Sin complemento: Dispensar 75 ul de TV 1X por duplicado (H4 y G4) en la placa
de controles.
Con complemento: Se dispensa en H5

o 50 pl/pocillo de TV 1X
o 25 plipocillo de C

T e = D I
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Tabla 1: Placa de controles

T @ m m o o . w >
L
1:25 1:50 1100 1:200  1:400 - 1:800  1:1800
itucion suero 5 2501 2501 P 2501 250
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504 250
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250 TV
SHICION SUero 25 il 25,1 26y 254 26yl 250l 250
ontrof negativ Suero ﬂ n d d ’i l’i h ’—‘
puro NE
25TV 25p TV 1250 TV 25pul TV 25ul TV 25 TV 25p TV 25ul TV
~ FBUITV [ 250 TV
.ontrol‘ dZ 2hutAg 250 Ag 3
usencia de . ,
nt. deiAg 25uC 254 C
‘ontrol del SH { 75Ul TV 75U TV 4
inC
ontroi de
H con C° 50l TV 50 TV 5
W/UC |28 C

Dilucién de las muestras de sueros probiemas
En otra placa,

» Dispensar en cada pocillo 25 pl de TV 1X, de acuerdo a la cantidad de sueros
a procesar.

» Dispensar 25 pl de suero en el pocillo H1, homogeneizar bien los dos
componentes con pipetas monocanal o multicanal, luego pasar 25 ul del paocillo
H1 al G1, homogenizar y pasar 25 ul al pocillo F1, luego repetir la misma
secuencia hasta el pocillo A1.

* La secuencia de operaciones se detalla en |la Tabla 2. Las diluciones se
realizaran con pipetas monocanal o multicanal. La homogenizacion de los dos
componentes de cada dilucion se mezclan mediante el pipeteo por cinco veces
consecutivas como minimo.
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Preparacion de la solucion de antigeno y complemento y su distribucion en la
microplaca de los sueros controles positivo y negativo y en los sueros a
analizar.

= Se preparan las soluciones de C y Ag seguln la dilucién de trabajo establecida
como optima.(Ver Anexo Il)

* Una vez diluidos los sueros con la TV 1X, dispensar la solucion de antigeno a
razén de 25 pl /pocillo, en todos los pocillos excepto en la columna H de Ia
dilucion 1:2 que actuaran como controles de poder anticomplementario
(AC) de cada suero.

= A continuacion dispensar 25 pl/pocillo de la solucién de C en todos los pocillos
de la microplaca. Tabla 3.

Primera incubacion en caliente

= Cubrir y agitar las microplacas en agitador de placas durante 2 — 4 minutos
» |ncubar las microplacas en estufaa 37 + 2°C durante 30 minutos.
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Tabla 2: Distribucion de las muestras problemas a analizar en una microplaca de
96 pocillos fondo en U (12 sueros * 8 diluciones)

I ® | m O O 14] >
1:2 ”s 14 1:83 1116 1:32 1:64 1:128 1:256
[t
250l suerc 1 ﬂ “ ﬁ # ¢ A ‘#"‘f
254 TV 250 TV | 28 TV | 250 T | 2501 TV | 25t TV | 25 TV | 254 TV
2510 suero 2
2T 2

250l TV | 2500 TV | 2501 TV | 2501 TV | 2501 TV | 25 TV | 2541 TV

25ui suere 3
3

b 250l TV | 250 TV | 25 TV | 2500 TV | 2801 7w | 2600 TV | 2501 TV

Zapl sucro 4 4
JR—

E 260 TV |25 Tv ] 250 Tv | 26p 7y | 25w Tv | 250 Tv | 2501 TV

25l suero 3 5
ZAp T

<t 250 TV | 250 TV i 250 TV {250 TV | 250 TV [ 25 TV | 2501 TV

251 stiero 6 6
2y 25U TV |25 TV | 25 TV | 2508 TV | 2501 TV | 26pi TV | 2501 7w

254

shern 7 7
260 T 250 TV [ 250 TV | 250 TV | 250 TV | 2501 TV | 25 TV | 25pi TV
Zoplsuero 8 8
G

e 250 TV [ 25pt TV | 250 7V | 250 Tv 25 TV | 250 TV | 250 Tv

260 syeim @

P 9
e 25ul TV |25 TV | 25l TV | 25l TV | 250 TV [ 250 TV | 250 TV

Spt sera 10

Sopsuero 18 10
250 TV | 251 TV | 250 T | 250 TV | 250 Tv [ 250 Tv | 250 TV
%buflﬂt‘lu{m 1 1
s 25TV | 25TV {280 TV | 250 TV | 28 TV | 250 TV | 25 TV

254l Suj.'i'w) 14 12

2R T

255l TV | 250 TV | 250 TV | 255t TV | 250 TV | 250 Tv | 2501 Tv

En la columna H con fa dilucion 1.2 se evalua la actividad anticomplementaria de cada
suero a analizar. En lugar del antigeno se debe completar el volumen final con 25 i
solucion TV 1X.

Agregado del sistema hemolitico

= Finalizada la primera incubacion, dispensar el sistema hemolitico a razén
de 25 ul en todos los pocillos de las placas. Tabla 3

Segunda incubacién en caliente (idem anterior)

Centrifugacion/reposo de la microplaca

» Finalizada la segunda incubacion, centrifugar las microplacas a 2000 rpm
durante 5 minutos g bien dejar en reposo en heladera durante una hora
anies de su lectuyr

e R
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Tabla 3: Distribucion final de los reactivos por pocillo de la placa

ANEXO

" 9] M m jw O T m p - J
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

25l suero i 25ul TV 25ul TV 25ul TV 250 TV 25u TV 25 TV 25ul TV

50l TV Phul A T 20wl Ag 25 A 25ul A 254l Ag 250l Ag

25u C 2Bp ¢ 250l C 25 C 25 C 26p1 C' 25uC 25u C
Tincubacion 1

28010 5H 2500 BH 250! SH 250l SH 25 SH 251 SH 26 SH 25,1 SH
2%ncubacion

Caiculos y expresion de los resultados

El grado de fijacién del complemento se manifiesta por la presencia o ausencia de
hemolisis del sistema hemolitico. Se expresa en forma de UIFC (unidades
internacionales fijadoras del complemento) segln el titulo o dilucién de la muestra
(1:4,1.8, etc) seguido de 1, 2, 3 0 4 cruces segtin el grado de fijacién de complemento
en dicha dilucion.

El titulo menor que se cuantifica es 1:4 + (16,6 UIFC) y el rango de trabajo esta
comprendido entre 1:4 +y 1:256 ++++ (16,6 a 1702,7 UIFC).

El poder anticomplementario de los sueros se controla en la columna H, dilucién 1:2.

La presencia de al menos un 25% de sedimento de eritrocitos (+) en la fila H (dilucion
1:2) indica que el suero problema puede tener poder anticomplementario. En tal caso
se informa el resultado "PA", y se solicitard una nueva extraccién de suero para
repeticion del ensayo.

El resultado de la reaccidon sera “positivo” o “negativo”. En el primer caso la reaccién

postitiva se cuantificara mediante la determinacién del titulo y su grado de hemélisis o
fijacién del complemento.

Reaccidn positiva:

»  Sedimentacion en gpado variable de los eritrocitos en el fondo del pociilo.

T T RS
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»= El sobrenadante estard afectado por un cierto tinte rojizo en funciéon de la
hemélisis que se haya producido.

0% de hemdélisis o 100% fijacion del complemento {completa)
44 Sobrenadante translicido, en el fondo de la placa un boton de
deposito de eritrocitos

25% de hemolisis o 75% de fijacion del complemento
+++ Sobrenadante rojizo en un 25% de intensidad; en el fondo un
deposito claro de eritrocitos

50% de hemolisis o 50% de fijacién del complemento
++ Sobrenadante rojizo en un 50% de intensidad; en el fondo un
depésito tenue de eritrocitos

75% de hemolisis o 25% de fijacion del complemento.
+ Sobrenadante rojizo en un 75% de intensidad; en el fondo un
deposito muy tenue de eritrocitos

Reaccion negativa: 100% de hemédlisis con ausencia de depésito de eritrocitos.

Interpretacion de los resultados

Existe un sistema de unidades basado en el Estandar Internacional para el Suero anti-
Brucella ovis (Estandar Internacional 1985). Este suero contiene 1000 UIFC/ml. Si
este suero se analiza con un método determinado y da, por ejemplo, un titulo de 100,
entonces el factor para un suero desconocido analizado mediante ese método se
puede hallar a partir de la formula: 1.000/100 x titulo del suero problema = niimero de
UIFC (unidades internacionales de FC) de anticuerpo en el suero problema por mi.
Los resultados deben expresarse siempre en UIFC, calculados con relacion a aquellos
obtenidos en una titulacion en paralelo con un suero patrén nacional, que a su vez ha
sido estandarizado con el suero Estandar Internacional.

Se considerara la muestra positiva cualquier valor 250 UIFC/ml (1/8 ++++).

Para la expresion de los resultados se puede utilizar la formula con el suero patréon
antes mencionada o emplear una tabla establecida (Tabla 4) basada en el presente
manual en el Procedimiento |ZS TE B2. 1.6 SOP 004 del Centro Internacional de
Referencia OIE para Brucelosis Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell "Abruzzo e
del Molise G. Caporale. Teramo. ltalia

Y e, e T T T ]
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Dilucién % de fijacion del C UIFG
+ 16,6
++ 20
1:4
++ 23,2
+44 26,6
+ 33,2
+4 40
1.8
+++ 46,4
++++ 53,2
+ 66,4
++ 80
1:16
+++ 928
++++ 106.4
+ 132, 8
++ 160
1:32
++t 1856
++++ 2128
+ 2656
++ 320
1:64
++t 3712
+++t 4256
+ 531,2
++ 640
1:128
+++ 742.,4
4t 8512
+ 10624
++ 1280
1:256
+++ 14848
4+ 1702,4

Tabla 4. Interpretacién de los resuitados expresada en UIFC
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Lectura de los controles

El ensayo es satisfactorio si los controles han dado los resultados esperados:

Controles

Reis"(",ultado Esperado

Swero control positivo

50 % de fijacion {++)
en la dilucion 1:200 que corresponde
a 1000 UIFC

Suero control negativo

100% de hemdlisis

en todos las diluciones, ausencia de fijacion de
complementao

Control de poder anticomplementario de los
Steros

100% de hemdolisis

ausencia de fijacion del complemento en la
dilucion 1/2 (sin antigeno)

Control de ausencia de poder
anticomplementario del antigenc

100 %hemdlisis

Control de! sistema hemolitico sin C

0% de hemdélisis

Controf def sisterna hemolitico con C

100% de hemadlisis

En el caso que los controles no se encuentren dentro de los limites aceptables, el
ensayo sera considerado como no valido y la prueba debera ser repetida.

i
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EER AOREYTRS e
v ANEXRGH
Freparacion de solucionss

Tampon Veronal Calcio magnesio (TV)

Solucidon madre (56X)

NaCl 83g

Na 5-5 dietil barbiturato | 10,19g
Ao dormi TN 5458
“Solucion concentrada de Ca++ y Mg++ R  5mi

Agua destilada c.s.p. 7 _ 2000 ml

a) Enun matraz aforado de 2000 ml, disolver el NaCl y el barbiturato de sodio en
500 ml de agua destilada.

b) Agregar el acido clorhidrico 1N.

c) Agregar 5 ml de la solucion concentrada de Ca** y Mg**, la cual se prepara de
la siguiente manera:

CaCl,.2 H,0 444
Mg Cl,.6 H;0 203 g
Agua destilada 100 ml

d) Completar el volumen hasta 2000 ml con agua destilada y mezclar.

Solucién de trabajo 1X (pH 7,3 -7,4)

Realizar una ditucion 1:5 con agua destilada de la solucion madre 5X.
Conservar en heladera 5 + 3°C
Tiempo de validez: 5 dias.
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S ANERKO
wvistonologia pars la preparacion estandarizacion de [a suspension de gidbuios

sylos de carnere al 2%

Materiales:
* (Céamara de Neubauer.
s Material de vidrio de volimenes varios.
* Pipetasde:1ml,2ml, 5mly 10 ml.
»  Gradillas.
= Tips.
* Tubos de centrifuga graduado.
* Micropipetas de 10 — 200 pl.

Equipos
= Se utilizan los mismos equipos descriptos en 3.4 (ensayo de FC).

Soluciones
= Tampobn veronal 1X pH 7,3-7 4.
= Glébulos rojos de carnero (adquiridos comercialmente)

Drogas
= Clorurc de Sodio.
= 5.5 dietilbarbiturato de sodio.
= Cloruro de Magnesio.
= Cloruro de Calcio.
= Acido Clorhidrico.
= (Citrato de Sodio.

Preparacion de los Glébulos rojos

a) Lavado de glébulos rojos:

= Filtrar la sangre a través de una gasa y depositar en un tubo cénico de centrifuga
graduado en 10 ml.

= Centrifugar la sangre aproximadamente a 2000 rpm durante 5 minutos.

= Descartar el sobrenadante, tratando de arrastrar los leucocitos que forman una capa
amarilienta en la parte superior de la columna de hematies.

» Suspender los eritrocitos en TV 1X en una proporcion 1 volumen de GR + 5
volimenes de TV 1X, homogeneizar cuidadosamente.

* Centrifugar aproximadamente a 2000 rpm durante 5 minutos y luego eliminar el
sobrenadante con una ffpeta.

Y I B T o - iz e
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= Repetir la suspensidn de los eritrocitos y ia centrifugacion dos veces mas. Luego de
la altima centrifugacion descartar el sobrenadante.

b) Estandarizacion de globulos rojos al 2%:

El método para la estandarizacion de la suspension de globulos rojos se
puede realizar por medio de dos técnicas:

»  Meétodo espectrofotométrico.
= Meétodo en camara de Neubauer.

Método espectrofotométrico:

Preparar la concentracion de GR al 2%(0,2 ml GR + 9,80 ml de TV 1X).
Tubo 1: blanco de lectura para el espectrofotometro. Agregar en un tubo:
5,6 ml de agua destilada + 0,4 mlde TV 1X.

» Dispensar 2,5 ml en cada cubeta del espectrofotometro (dependera del modelo
de espectrofotometro utilizado).

Tubo 2: Para determinar la lisis 100% de los GR

Realizar una dilucion 1:15, con agua destilada: 0,2 ml de gloébulos rojos al 2% + 2,8
ml de agua destilada.

= Una vez lisados los eritrocitos, se lee la densidad optica (DO) a 540nm contra
el blanco.

* La DO esperada es de 0.330 % 0.05 (Esto debera ser determinado segun el
modelo de espectrofotémetro utilizado en el laboratorio).

Meétodo en camara de Neubauer:

* Determinar el volumen de la columna de globulos y calcular la cantidad de
solucion TV 1 X necesaria para hacer una suspensién al 2%aproximadamente
(0,2 ml GR + 9,80 de TV).

Realizar el recuento de glébulos rojos en la camara,

La suspension debera tener 5,4 X 108 GR/ml.

T [ - T Tt ol
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340 ANEXOH
terminacion de la dilucion de trabajo optima del complemento v hemoelising

Se realiza previamente al ensayo.

Se busca determinar en conjunto el valor de sensibilizacion de la hemolisina para los
GR de carnero expresado como UH (Unidades Hemoliticas) y ia concentracién de uso
del complemento en la reaccion de fijacion del complemento expresado como UC
(unidad complemento).

Reactivos y Soluciones

= Suspension de glébulos rojos al 2%.

» Hemolisina: se conservara seguin instruccion del fabricante. Se titulara cada
lote recibido, previa dilucion 1:100 con agua destilada (dilucién "madre”), que
se conservara a -20° C £ 5°C hasta el momento de su uso, en cantidades
suficientes para un dia de trabajo.

= Complemento de cobayo: conservado a (-70°C) o en nitrogenos liquido a (-
186°C).

s  Tampén veronal calcio 1X.

«  Tampon veronal 5X.

Condiciones de realizacion

Trabajar a temperatura de laboratorio22°C £ 4°C.
Las incubaciones del ensayo se realizaran en estufa a 37°C £ 2° C.

= La titulacién simultanea del complemento y la hemolisina se debe realizar cada
vez que un nuevo lote de complemento, hemolisina y/o glébulos rojos son
producidos.

= El control de 2 Unidades de C debe ser realizado cada dia antes del ensayo
usando GR 2%.

= El complemento que sea objeto de titulacion debe descongelarse a temperatura
de laboratorio. Una vez descongelado se mantendra en refrigeracién y solo se
sacara de la heladera en el momento de su utilizacién. Si se prevee que se va a
utilizar mas de un vial se mezclan y se titula el pool. Tras su uso diario se
guardara a una temperatura de (-70° C) o en nitrogeno liquido a (— 186° C.)
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Preparacion de las diluciones
Dilucién del complemento:

* Preparar una dilucion 1:10 de complemento en TV 1X (130ul de
complemento + 1170 ul de TV 1X) y conservar en una caja con hielo durante
la titulacion.

Realizar las siguientes diluciones de complemento a partir de la dilucion 1:10 (Tabla
5) y conservar en caja con hielo durante la titulacion

Tabla 5. Diluciones del complemento

Dilucioén Complemento 1/10 TV1X
1/30 200 pl 400 pl
1/40 100 pl 300 pl
1/50 100 400 ul
1160 100 pl 500 pl
1/70 100 pl 600 pl
1/80 100 ul 700 pl
1/100 100 w! 900 pl
1/120 50 pl 550 pl
17140 50 ul 650 pl
1/160 50 pl 750 pl
11240 50 pl 1150 pl
1/280 50 pl 1350 pl

» Dilucién de hemolisina:

= Hemolisina 1:100 en TV 1X

o 10 pl de hemolisina
o 990 plde TV 1X

* Hemolisina 1:500 en TV 1X

o 500 pl de (hemolisina 1:100)
o 2000 plde TV 1X

A partir de la dilucion de hemolisina 1:500 preparar en tubos las siguientes
diluciones (Tabla 6 )
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Tabla 6. Dilucion de hemolisina

Hemolisina
Tubo Dilucion 11500 TV 1X
1 1/1000 500 500 i
2 1/1500 500 1000 w
3 172000 250 pl 1000 ul
4 1/4000 125 ul 1500 pl
5 1/6000 250 ul 2500 ul
6 1/ 8000 250 ul 3500 pl
7 1/10000 250 4500 Wi

s Preparacion del sistema hemolitico

o Preparar y enumerar un set de 7 tubos, uno por cada dilucién de
hemolisina.
Agregar en cada tubo 500 ul de hemolisina de cada dilucion.
Agregar 500 pl de gldbulos rojos estandarizados al 2 % en todos
los tubos que contienen las diluciones de hemolisina.

o Incubarenestufaa 37° 12 °C durante 15 minutos.

Titulacion cruzada en microplaca del complemento y la hemolisina (Tabla 9)

a} Distribucion de TV 1X

= Desde la fila A hasta la fila G de |la microplaca agregue 50 pl/pocillo
de TV 1X.

b) Distribucion del Complemento

= Agregue 25 ul/pocillo de cada dilucion del complemento en todos los
pocillos de la microplaca excepto en la fila H como se muestra en la
Tabla 7.

Tabla 7. Distribucion de las diluciones del complemento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1130 1/40 1150 1/860 170 1/80 1106 | 11420 | 1140 | 1/160 | 1/240 | 1/280
1130 1/40 1/50 1/60 1/70 1/80 1100 | 11126 | 1140 | 17160 | 1/240 | 1/280
1730 | 1740 | 1/50 | /60 | 1/70 | 1/80 | 17100 | 17126 | 17140 | 1/160 | 1/240 | 1/260
1/30 1/40 1/50 1/60 1/70 1/80 1100 | 1120 | 1140 | 1160 { 1/240 | 1/280
1/30 1/40 1/50 1/60 1770 1/80 17100 | 17120 | 1/140 | 17160 § 1/240 | 1/280
730 | 140 | 1/50 | 160 | 1/70 | 1/80 | 17100 | 17120 | 17140 | 17160 | 17240 | 1/280
1130 1/40 1/50 1/60 1/70 1/80 11100 | 1120 | 11140 | 1160 § 1/240 § 1/280

I MmO O w >
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c¢) Distribucion de! Sistema Hemoilitico
* Finalizada la incubacion de las diluciones del sistema hemolitico
distribuir 25 pl/pocillo del sistema hemolitico en la misma microplaca
segun el esquema indicado en la tabla 8

Tabla 8. Distribucion de las diluciones de la hemolisina

1 2 3 4 5 5] 7 8 g 10 11 12
A | 1000 | 1000 | 1000 [ 1000 | 1000 § 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
B | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
C 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
D | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000
E 6000 8000 6000 6000 6000 5000 6000 6000 6000 6000 6000 6000
F | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000
G | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000
H GSH CSH Cl

ci/C siC GR

1000 1000

Tabla 9 Complemento

30 40 50 60 70 80 100 | 120 : 140 | 160 | 240 | 280
Hemolisina 1 2 3 4 5 {, 6 7 8 9 10 14 12
et —
1000 A
1500 B
2000 C
4000 D
6000 E
8000 F
10000 G

H CSH CSH cl
c/C siG GR
1000 1600

d) Distribucion de los controles

= Control del sistema hemolitico con complemento (CSH ¢/C)
* Dispensar en el pocillo H1:

» 50pldeTV1X
« 25 ul de complemento dilucion 1:30
= 25 pl del sistema hemolitico 1:1000

* Control del sistema hemolitico sin complemento (CSH s/C)
=  Agregar en el pocillo H2:
= 75ulde TV 1X

w25 ul del sistema hemolitico 1:1000

T - : TR
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= Control de integridad de glébulos rojos (Cl GR)
= Agregar en el pocillo H3:

= 75ulde TV 1X
= 25 ul de globulos rojos al 2 %
e) Incubacion: idem explicacion de la técnica de complemento (3.4).

f) Centrifugacion/reposo de la placa: idem explicacion de la técnica de complemento.
(3.4).

Expresion de resultados. /dem explicacion de la técnica de complemento (3.4).
Lectura de controles. idem explicacion de la técnica de complemento (3.4).
Lectura de la titulacién

* Titulo del complemento: Es la mayor dilucién del complemento donde se
observa un 100 % de hemdlisis con la mayor dilucién de la hemolisina.
Esto representa 1 unidad de complemento (UC), pero para la ejecucion del

ensayo se usara 2 unidades de complemento (2UC)

* Titulo de la hemolisina: Es la mayor dilucién de hemolisina donde se
observa un 100 % de hemdlisis con la mayor dilucién del complemento.
Esto representa 1 unidad de hemolisina (UH), pero para el ensayo principal se

usara 2 unidades de hemolisina (2UH).

Calculo de la dilucion de trabajo (DDT)

Supongamos que UC = 1/120(segln el desarrollo en el presente procedimiento).
DDT2xUC=2x1/120=1/60

Para calcular ia dilucién de trabajo de la hemolisina se procede de la misma manera:
Supongamos que UH = 1/2000

DDT 2 x UH =2 x 1/2000 = 1/:1000
Control de 2 Unidades de complemento (2 U)
Una vez obtenida la dilucion de trabajo se realizara el control de 2 UC y 2 UH, también
se chequeara las diluciones de complemento 1/50 y 1/70 y para la hemolisina la

dilucion 1/1000 y 1/2000; est s permitira seleccionar la dilucién 6ptima de trabajo.

———— R —— e e ——
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La prueba se efectuara por duplicado utilizando 4 pocillos por cada dilucién de
complemento.
a} Preparacion de sistema hemolitico:

» Preparar dos tubos con 1000 ul de las diluciones de hemoilisina 1/1000 y
1/2000

= Agregar a los tubos 1000 pul de glébulos rojos estandarizado al 2%
* Agitar e incubar en estufa a 37° C £2 °C 15 minutos.
b} Preparacion del complemento:
* Preparar 3 diluciones de complemento (1/50, 1/60, 1/70)

¢} Distribucién en la microplaca

= Dispensar 25 pl/pocillo de TV 1X en las columnas segun el esquema
indicado en la Tabla 10.

Tabla 10. Distribucion de TV

1 2 [3 |4 |5 [6 [7 [8 [9 [40 [11 T12
A 25 1| 25 pl| 25 ul 25 ul| 25 pl| 25 pl] 25 1} 25 | 25
B 25 1| 25 pl| 25 25 ul| 25| 25 Wl | 25 ] 25 wi| 25 i
C 25 wi| 25 pl | 25 pl 25 4l| 25 pl| 25 pl 25 pl| 25 pl| 25 pl
D 25| 254 25 0] |25 25 1| 25 25 i} 25 i 25 i

* Enla misma placa dispensar 50 n/pocillo de complemento de la
diluciones 1/60, 1/60 y 1/70 en las columna 1, 5 y 9 respectivamente
como se indica en la Tabla 11.

ANEXO
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Tabla 11. Distribucion del comelemento

1 2 [3 (4 |5 6 |7 |8 o 10 {11 |12
1/50 1160 1170

A |50 50l B0yl

B |s0u 50,1 50ul

C |sou 50p 50l

D | s0ul 50u 50

= Con la pipeta multicanal pasar 25 pl /pocillo de la columna 1 a la columna
2. La homogenizacion de los dos componentes de cada dilucion se
realizara mezclando mediante la acciéon de pipetear durante 5 veces.
Recoger 25 pl/pocillo de la columna 2 y pasar a la columna 3, volver a
homogeneizar, recoger 25 pl/pocillo y pasar a ia columna 4, homogeneizar
y recoger 25 pl/pocillo y descartar.
Repita la misma operacion con las diluciones que se encuentran en la
columna 5a8y 9a 12

= Las diluciones del complemento quedaran dispuestas en la microplaca
como muestra la Tabla 12

Tabla 12. Diluciones del complemento

1 2 3 4 5 6 | 7 8 9 10 | 11 12

At 25p | 25u | 28t 4 254 | 250 | 25 | 25p | 25p) ff 25u | 254 | 25pl | 25p
2UC | 1UC | 05 025 | 2U0C | 1UC { 05 Q25ll2UC 1we 05 0.25

Uc Uc 3% uc . uc Uc
B 25ul | 25w | 25pl | 25ul | 25pt | 26p | 2640 | 25w f 2540 | 25uf | 250 | 254
2UC L tuCc | 05 9,25 | 2UC | 1uC 05 025 | 2uC | 1UC 05 | 025
ug UC uc Uc UG UC
C| 25u | 28pl | 2640 | 25u0 | 25l | 25u0 | 25uf | 25ul § 28ul | 25u1 | 25u1 | 254
2UC | 1ucC 0,5 0,25 { 2uC | 1UC g,5 025 Y 2uC | 1UC 0,5 0,25
uc Uc 4] UcC Uc uc
D| 25u 25ul | 25ut 25ul 25pl | 25ul | 25 250 | 25u 25ui 25uf | 25pi
2UC | 1UC 05 0,25 | 20C | 1UC 0,5 0,25 | 2UuC | 1UC Q,5 0,25
uc uc uc Uc uc uc

* Dispensar 50 pl de TV 1X en todos los pocillos.

* Agregar 25 pl/pocillo de SH 1/1000 (previamente incubado 15 mina 37° +
2 °C)enlafila AyBy25ul/pocillo de SH 1/2000en la fila C y D.

d) Incubacion: ldem explicacién de la técnica de complemento (3.4}
e) Centrifugacion/reposo de la placa: idem explicacion de la técnica de

complemento (3.4) m

A /)
y }(} ‘4‘;:$i57" \ééjf
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Lectura y eleccion de la dilucion de trabajo

La dilucién del complemento y hemolisina que se aceptara debera dar como

resultado
Resuitadc Esperado
En la primera y segunda dilucién (2 UC y 1UC) 100% de hemolisis
En la tercera dilucion (0,5 UC) 50 % de hemolisis
En la cuarta dilucion (0,25 UC) 0 % de hemolisis
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350 ANEXG Y
Titutacidn del Antigeno

La titulacion tiene como objeto determinar la dilucidén de trabajo éptima del antigeno
que debe emplearse en la cuantificacién de anticuerpos para el serodiagnodstico de
brucelosis. Este procedimiento se aplicara para cada lote de antigeno que vaya a
emplearse como reactivo en dicho ensayo.

Esta reaccion requiere de un titulo minimo para que la misma se lleve a cabo, es decir,
se debe garantizar una concentracion minima de antigeno que reaccione con los
anticuerpos y sea capaz de fijar el complemento. Para garantizar esta concentracién
se realizara esta titulacién de antigeno.

Realizacidn

1. Dilucién e inactivacion de los sueros controles positivos y negativos.
Inactivar por 30 minutos en bafio maria (60°C— 63°C). Una vez inactivado realizar las
siguientes difucicnes del suero positive con TV 1X: 1/150, 1/175, 1/200, 1/225, 1/250.
2. Se prepara en tubos las siguientes diluciones del antigeno Brucelfa ovis con TV 1X:
1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 y 1/640.

Tabla 13. Distribucién de los sueros controles y del antigeno

lAntigeno
1 2 3 a | s 6 7 8 9 10 11 12
Sueros | o 15 | 110 | 10 | 1740 | 1/80 ”36 ”032 1’34

A C++ 1/150

B C++ 1175

C C++ 1/200

D C++ 1/225

E C++ 1/250

FC- Neg.

= Dispensar 25 ul de cada dilucién del suero control positivo en el pocillo
correspondiente segun la tabla 1 (fila A a E), desde la columna 1 a la 8.

» Dispensar 25 pl del suero control negativo desde la fila F1 hasta F8.

= Distribuir 25 pl de la dilucién de trabajo de complemento en los pocillos que
contiene las diluciones de trabajo de suero control positivo y suero negativo.

= Agregar 25 pl de la dilygion correspondiente de antigeno segtin la tabla 1.

e T ’ oot
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Primera incubacion en caliente

= Cubrir y agitar las microplacas en agitador de placas durante 2 — 4 minutos.
= Incubar las microplacas a 37 + 2°C durante 30 minutos.

Agregado del sistema hemolitico

» Finalizada la primera incubacién, dispensar el sistema hemolitico a razon
de 25 ul en todos los pocillos de la placa.

Segunda incubacion en caliente

= Cubrir y agitar las microplacas en agitador de placas durante 2 — 4 minutos
» |ncubar las microplacas a 37 £ 2°C durante 30 minutos.

Centrifugacion/reposo de la microplaca

» Finalizada la incubacion, centrifugar las microplacas a 2000 rpm durante 5
minutos o bien dejar en reposo durante una hora antes de su lectura en
heladera.

Lectura de la titulacion
El nuevo lote de antigeno debe presentar un titulo en el cual el suero control positivo
arroja un resultado de ++ en 1:200 y negativo en 1:250, titulo que corresponde a 1000

UIFC/ml de suero.

El suero negativo debe arrojar resultado negativo (100% de hemolisis).

T N
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Preparacién de la escala visual para la interpretacion de los resultados

En un tubo de ensayo se coloca 1 ml de la suspension de globulos rojos al 2% + 9ml|
de TV 1X.

En otro tubo de ensayo colocar 1ml de la suspensién de globulos rojos al 2% + 7ml de
agua destilada, agitar para provocar la completa hemdlisis de los GR. (solucién de
hemoglobina), y agregarle 2ml de TV (5x) para mantener la presion osmotica.

Estos dos tubos mantienen la misma relacion de GR. intactos en el primer caso y de
globulos lisados en el segundo, gue 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
gue corresponde a los distintos grados de hemodlisis, luego de centrifugar durante 5
minutos a 1000 rpm (Tabla 14).

Tabla 14.

PORCENTAJE DE HEMOLISIS |

REACTIVOSENp | 0% 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% ([ 80% | 90% | 100%

Solucidn de

. 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
hemoglobina

Suspension de

. . 100 Q90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
glébulos rojos
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4. mozimoinmunosnsayo indirecto (P ELISA)

Se realizara siguiendo el protocolo de los kits comerciales validados y aprobados para
el diagnostico oficial de [a brucelosis ovina con el valor de corte establecido por
SENASA.

Ei enzimoinmunoensayo (ELISA) es un método empleado habitualmente para la
deteccion y/o cuantificacién de sustancias, generalmente proteinas, que se
encuentran en concentraciones muy bajas. El método combina la especificidad de
unién de los anticuerpos con la amplificacion de "sefal" que brindan ias reacciones
catalizadas por enzimas. En la practica clinica es la técnica inmunoldgica mas
empleada. Se utiliza para cuantificar, entre otras cosas, hormonas, marcadores
tumorales, para determinar la presencia de antigenos microbianos y para Ia
determinacidén cualitativa o cuantitativa de anticuerpos totales o frente a algdn
antigeno en particular.

ELISA Indirecto. Consta de las siguientes etapas: »
1. Fijacion al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos objeto
de estudio (generalmente en los kits comerciales la placa ya esta preparada con

el antigeno pegado a la misma)

2. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

3. Adicion de los controles y sueros problemas, en la dilucién indicada en el
protocolo, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran especificamente con ios
antigenos fijados al soporte.

4. Incubacion

5. Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. *Es

importante que la placa no se seque, lo que podria incrementar la actividad
inespecifica del ensayo.

6. Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan
con los anticuerpos especificos afadidos en el paso anterior y que se encuentran
fijados a los antigenos.

7. Incubacion

8. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

9. Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora.

10. Frenado

i
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11. Lectura colorimétrica del producto final coloreado.
4.1 Bouipes:

» Heladera con temperatura controlada (5 +3 °C)
» Freezer con temperatura controlada (-20 £5 °C)

= Vortex
» Centrifuga
= Timer

* Fotometro de placas automatico con filtros (405 nm, 414 nm, 450nm)
= Agitador orbital de placas

* Peachimetro (rango de 0 a 14 + 0,01 pH).

= [avador de placas

4.2 Miaterniaio o
» Micropipetas monocanal de volumen variable (0,5 a 10 pl, 5 a 50 pl, 50 a 200
ply 200 a 1000 pl).
* Micropipetas multicanal de volumen variable (5 a 50 pl y 50 a 250ul).
*» Dispensadores automaticos.
=  Timer o reloj de laboratorio.
* Propipetas.
= Selladores de placas de acetato o parafilm.
» Cubetas plasticas para pipetas multicanales.
* Microtubos o microplacas (para realizar las diluciones previas de los sueros).
» Criotubos de polipropileno para el almacenamiento de los sueros.

= Gradillas.
* Material de vidrio (probetas, pipetas, erlenmeyers, etc. de distintos
voliumenes).

» Toallas o papel absorbente.

Modelo de Distribucion de los sueros controles y muestras problemas en la placa de 96

pocillos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C++ 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41
B |C++ 1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41
C |C+ 2
D C+ 2
E | C- 3
F |C- 3
G | Cc 4 44
H | Cc 4 44

Tt - - ]
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A continuacion se citan aigunas precauciones a tener en cuenta para ejecutar la
técnica de Elisa:

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

*» Mantener los reactivos a temperatura ambiente antes de su utilizacién.

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

* Evitar cualquier contaminacion de los reactivos.

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

* Utilizar una punta de pipeta nueva por cada muestra y reactivo a analizar.

» Incluir sistematicamente un control positivo y un control negativo.

= Utilizar agua desionizada o destilada para la preparacion/dilucion de los
reactivos que se empleen en el ensayo.

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

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

&
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SeNsSse

4.5 uauia de problemas v scluciones
Seial Posible causa Solucién
1.Error de pipeteo Practica
Color irregular 2.Falta de mezcla de reactivos Mejorar técnica
3.Falta de lavados Precaucidn
1. Se omitié el substrato Revisar
2. Erronea concent. Substrato Revisar
No hay color 3. Substrato con pH erroneo Controlar pH

4. Conjugado muy diluido Revisar
5. Se omitio el conjugado Revisar
1. Conjugado muy concentrado Controlar

Coler parejo en toda ta placa 2. Falla en el lavado Mejorar técnica
3 Substrato contaminado Revisar

Elevado color de fondo
"background”

Desarrollo de color muy rapido

Desarrolio de color muy fento

Efecto borde

. Reaccion inespecifica

. Materia! de vidrio sucio

. Agua de mala calidad

. Poco detergente (Tween 20)
. Tampones contaminados

bW =

. Substrato muy concentrado

. Conjugado muy concentrade

. Solucién substrato con pH errdneo
. Concent. Cromogeno errdnea

W N

1. Subsirato muy diluido

2. Cenjugado muy diluido

3.Solucién substrato con pH emméneo
4.Concentracion Cromogenc errénea
5.Concent de Tween errénea

1. Incubacion despareja
2. Resecacion por aire
3. Tampon de lavado residual

Cambiar solucién de lavado
Mejorar lavado

Controlar calidad

Revisar

Preparar soluciones nuevas

Reavisar
Controlar dilucién
Controlar
Revisar

Revisar
Reavisar dilucion
Revisar
Revisar
Revisar

Utilizar estufa
Mantener la placa cubierta
Eliminarlo

Pagina
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