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Presentacion

La presente publicacidon tiene por finalidad aportar en la solucién
de la problematica que representa la brucelosis como enfermedad
zoonotica de repercusién en la salud publica y pecuaria.

En ese contexto, el Instituto Nacional de Salud, a través del Centro
Nacional de Productos Bioldgicos, viene invirtiendo esfuerzos a fin
de impulsar el desarrollo de técnicas para el diagndstico y
prevencién de la brucelosis, buscando hacer frente a esta
enfermedad.

Las investigaciones cientificas que se van desarrollando constituyen
la herramienta fundamental en la generacién de nuevos
conocimientos y enfoques para los programas sanitarios y por ende,
todo esfuerzo que conlleve a la realizacién de mejoras por el bien
de la salud publica y pecuaria, servira para afrontar las necesidades
y problemas nacionales.

Es importante considerar que la orientacién de las medidas de
control y prevencion deben ser aunadas en trabajos coordinados
entre el sector salud y agropecuario a fin de optimizar las tareas
dirigidas al control de la enfermedad.

Esperamos que la presente publicacion sea de utilidad para el
personal involucrado en los programas de prevencion y control de
la brucelosis, a fin de afianzar los criterios de diagndstico y
prevencion de esta enfermedad.
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Conceptos generales

Definicion

La brucelosis tambien llamada «fiebre malta» es una enfermedad zoonética infecciosa
importante. Afecta a la mayoria de especies animales de sangre caliente, el hombre es s6lo un
huésped accidental. Es de difusion mundial y, a pesar de haber sido erradicada en paises
industrializados, continla siendo un grave problema de salud publica, asi como para la
produccién animal y la economia de algunas regiones.

Agente etioldgico

La enfermedad es causada por diferentes especies del género Brucella, el cual tiene las

siguientes caracteristicas:

Cocobacilos Gram negativos, de 0,5 a 0,7 um de ancho por 0,6 a 1,0 um de longitud.

No forman capsula, esporas, ni flagelos.

No toman coloracién bipolar.

No son &cido resistentes, pero pueden resistir la decoloracion por acidos débiles o alcalis.

Son aerobios e inméviles. Algunas cepas requieren CO2 (5% -10%) para su crecimiento.

Tienen metabolismo respiratorio (oxidativo).

Son organismos intracelulares.

A la observacién microscépica estan solos, en parejas, formando cadenas cortas o
pequefiosconglomerados.

En cultivo en medios sélidos, las colonias son visibles después del segundo al cuarto dia de
crecimiento. Su tamafio varia entre 0,5y 1,0 mm. Son transparentes, con bordes enteros y
superficie lisa.

Caracteristicas bioquimicas del género Brucella

Catalasa positiva.

Hidrolizan la Grea.

Oxidasa positiva.

Reducen nitratos a nitritos (con excepcion de B. avis).
Producen hidrégeno sulfurado.

Indol negativo.

No hidrolizan la gelatina ni lisan la sangre.

Reaccién negativa al rojo de metilo.

Temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C.

pH éptimo de crecimiento entre 6,0 a 7,0.

Especies y caracteristicas del género Brucella

Brucella melitensis. Crece en presencia de fucsina basica y tionina, produce trazas de H2S
en medio peptonado, posee un antigeno M predominante, patdgeno para caprinos vy
ovinos, otras especies animales y humanos. Presenta 3 biovares.

Brucella abortus. Para su cultivo y desarrollo requiere de CO2 (5,0%-10,0%). Crece en
presencia de fucsina basica, pero es inhibido por la tionina. Posee por lo general un
antigeno A predominante. Presenta 7 biovares. Infecta preferentemente a vacunos,
produce abortos infecciosos en vacas y también infecta a otros animales y al hombre.

Brucella suis. Crece en presencia de tionina. Posee un antigeno A predominante. Infecta
preferentemente a los porcinos, patdgena para otras especies animales y para el hombre
(excepto, el biovar 4 que afecta a renos). Presenta 4 biovares.

Brucella ovis. Requiere adicion de CO2, no produce H2S. Son oxidasa negativa. No reduce
nitratos a nitritos, su desarrollo es inhibido por metil violeta pero crece en presencia de
fucsina basica y tionina. No presenta antigenos A y M de las Brucellas lisas. Presenta un
antigeno de superficie rugosa (R), que presenta reacciones cruzadas con otras Brucellas
rugosas. Infecta principalmente a los ovinos y produce epididimitis en carneros. No es



patégena para otras especies animales ni para humanos.

Brucella canis. Su crecimiento es inhibido por CO2 y por fucsina, pero no por tionina. No
produce H2S. No poseen antigenos A y M. Forman sedimento mucoso en medios liquidos.
Presenta antigeno de superficie (R). Infecta principalmente a canes de ambos sexos y se
ha aislado en humanos.

Brucella neotomae. Es oxidasa negativa, produce H2S. No crece en fucsina basica, pero si en
tionina. Ha sido aislada en ratas salvajes del desierto de Utah (USA) y no es patégena para
otras especies animales ni para el hombre.

Estructura antigénica

Como otras bacterias Gram negativas, la envoltura celular de los microorganismos Brucella
esta formada por una membrana interna, una membrana externa y un espacio periplasmico
intermedio que contiene algunas enzimas y proteinas relacionadas con el transporte y un gel
glicopeptidico denominado peptidoglicano, responsable de la forma e integridad osmética de la
bacteria.

La membrana externa contiene fosfolipidos distribuidos asimétricamente, proteinas y un
lipopolisacéarido (LPS), considerado el principal antigeno. Este ultimo incluye dos tipos de
complejos:

e Complejo liso de lipopolisacarido (S-LPS).

e Complejo rugoso de lipopolisacéarido (R-LPS).

Estos complejos lisos o rugosos se presentan de acuerdo a la clasificacion revisada para las
cepas lisas o rugosas del género Brucella.

El factor de virulencia principal es ellipopolisacarido (LPS) de la pared celular del
microorganismo. Las cepas lisas que contienen S-LPS son mas virulentas y resistentes a la
muerte intracelular por leucocitos polimorfonucleares. Ademas, el género Brucella puede
sobrevivir y multiplicarse en monacitos y macréfagos del sistema reticuloendotelial (SRE). La
localizacion en el SRE puede explicar las manifestaciones clinicas de la infeccibn como
linfoadenopatias, hepatoesplenomegalia y las complicaciones 6seas.

El LPS es el principal antigeno que participa en las pruebas ordinarias: pruebas de aglutinacion
y de fijacion de complemento. Los LPS situados en la superficie y algunos antigenos
proteinicos interviene en las pruebas diagndsticas y en la actividad protectora de las vacunas.
Los haptenos NH y poli-B, relacionados con los S-LPS, se usan en la prueba de
inmunodifusion radial para diferenciar los animales infectados de los inmunizados.

Se producen reacciones seroldgicas cruzadas entre las especies lisas de Brucella y
Escherichia coli O: 116 y O: 117, Francisella tularensis, el grupo Salmonella N(0:30) de
Kauffman White, Stenetrophomonas, (Pseudomonas) maltophilia, Vibrio cholerae y Yersinia
enterocolitica 0:9. Estas reacciones cruzadas se atribuyen a la similitud de antigenos
lipopolisacéaridos superficiales de estas bacterias y porque la mayoria se caracterizan por
mostrar titulos, pudiendo diferenciarse por pruebas complementarias.

Patogeniay cuadro clinico de la enfermedad

La susceptibilidad a la infeccion depende del estado inmunitario y nutricional del individuo, del
tamafio y via de penetracion del indculo y de la especie de Brucella.

Las formas de infeccion son la ingestion, el contacto directo, la inhalaciéon y la inoculacion
accidental. En el hombre la fuente méas probable de infeccion es por ingestién. La leche y sus
derivados, en particular la crema y el queso fresco provenientes principalmente de caprinos
infectados, representan en nuestro medio la fuente mas probable de infeccién. En los animales
la principal via de introduccién del patégeno lo representan las mucosas de la orofaringe, las
vias respiratorias superiores y la conjuntiva.

En el momento de la paricion se excretan grandes cantidades de microorganismos Brucella, el
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sistema de produccién pecuaria y las condiciones ambientales influyen en la propagacion de la
enfermedad. Al ingresar el microorganismo Brucella al organismo sano es fagocitado por los
macroéfagos. Existe una bacteriemia transitoria.

Los microorganismos del género Brucella al ser intracelulares facultativos pueden permanecer
dentro de las células fagociticas y estar protegidas de los mecanismos normales de defensa
del hospedero. Son capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del SRE y
tejidos asociados.

La bacteriemia generada en el organismo infectado se refleja a través del cuadro clinico en el
hombre y en los animales.

Cuadro clinico en el hombre

Brucelosis aguda: El periodo de incubacién es variable entre 1 a 3 semanas. Los sintomas
incluyen debilidad, cefalea y dolor muscular o articular. Es caracteristica la sudoracién copiosa,
especialmente en la noche, precedida o acompafada de escalofrios. Es comudn la
esplenomegalia y suele palparse el higado. Se observa un aumento de temperatura vespertino.
Cuando la enfermedad es prolongada, la grafica de temperatura puede seguir un patrén
ondulante, de aqui el nombre de "fiebre ondulante ".

Brucelosis crénica: La enfermedad se considera crénica cuando persiste o recurre por un
periodo de 6 meses 0 mas. Se atribuyen sintomas de influenza recurrente, acompafiados de
debilidad, cefalea, dolor muscular o articular y sudoracion.

Complicaciones: Las mas frecuentes son: tromboflebitis, epididimoorquitis, espondilitis y
artritis periférica, especialmente en las caderas, rodillas y hombros.

Cuadro clinico en los animales

Siguiendo la bacteriemia generada por el ingreso del microorganismo Brucella, éstas tiene gran
afinidad por los 6rganos reproductores del macho y la hembra.

Brucelosis aguda: En el caso de las hembras el signo clinico principal es el aborto en el
ultimo tercio de gestacion, ello estd asociado con la produccién de un compuesto natural del
Gtero: el eritritol (ausente en el Gtero de las mujeres). También se presenta retenciones de
placenta, metritis e infertilidad temporal. En los machos, el signo principal es la epididimitis y la
orquitis.

Las bacterias también se localizan en otros lugares, tales como las glandulas mamarias y los
ganglios linfaticos supramamarios, con la consiguiente excrecién del microorganismo por la
leche.

Brucelosis crénica: En las hembras se presenta metritis, seguida por infertilidad; mientras
gue en los machos, la infertilidad es frecuente. La formacion de higromas situados en las
bolsas carpianas es un signo caracteristico de brucelosis cronica en machos y hembras.

Respuestainmune

Frente al ingreso invasivo de la bacteria el huésped genera mecanismos de defensa a través
de la produccion de anticuerpos IgM, 1gGj, 1IgG2 e IgA.

Los anticuerpos del isotipo IgM aparecen una a dos semanas luego de la infeccion, seguidos
por el isotipo 1gG. Ambos aumentan considerablemente durante las siguientes semanas,
facilitando la fagocitosis y confiriendo resistencia a las reinfecciones. No obstante, la
recuperacion de la infeccion depende de un mecanismo mediado por células. Los linfocitos T
especificos activados segregan citoquinas que activan a los macrofagos y estimulan su poder
bactericida intracelular. El paciente infectado muestra hipersensibilidad cutanea de tipo
retardada a varios antigenos de Brucella.
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En la deteccidn de anticuerpos (Inmunoglobulinas IgG e IgM) se debe considerar:

e Las IgM se forman precozmente entre los 5y 7 dias y alcanzan su pico entre los 13y 21
dias.

e Las IgG se forman simultdneamente entre los 14 y 21 dias y alcanzan su maxima
concentracion entre los 28 y 42 dias.¢

e Tanto en el hombre como en los animales la infeccion natural estimula la aparicion
simultanea o ligeramente diferida de las IgM e 1gG, pero mientras las IgM declinan y
tienden a desaparecer las IgG se estabilizan y persisten por largo tiempo.

e En casos cronicos de brucelosis humana y animal la clase principal de inmunoglobina
presente y muchas veces la Unica, es la IgG

¢ En el hombre y animales la desaparicion de la IgG significa, generalmente, la eliminaciéon
de la infeccion.

Fendmeno de zona

Ocurre cuando un suero no aglutina en las diluciones mas bajas, mientras en las diluciones
mas altas ocurre una aglutinacion intensa.

Este fendmeno se explica por la presencia de anticuerpos incompletos «univalentes» que,
aunque se unen al antigeno, no producen la segunda fase de la reaccion, es decir, la
agregacion. Estos anticuerpos pertenecen a la clase IgG.

El fendbmeno de zona ha sido demostrado en sueros de titulo alto y en individuos con
infecciones de larga duracion.
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Diagndstico de la enfermedad

El diagnéstico se basa en los siguientes aspectos:
e Diagnostico clinico.

¢ Diagnostico bacteriolégico.

e Diagnostico serolégico.

Diagnéstico bacteriolégico
Para el diagnéstico bacteriolégico se debe considerar la toma muestra del enfermo.

Toma de muestra en el hombre

El aislamiento de Brucella en el hombre se logra a partir de sangre circulante, cuando el
paciente se encuentra en estado de bacteriemia. También se sugiere el cultivo de médula
Osea, nddulos linfaticos que hayan presentado inflamacion, liquido sinovial o biopsias de
higado, cuando existe sospecha de casos cronicos o cuando no se ha logrado aislar de la
sangre.

Los cultivos sélo deben realizarse en laboratorios disefiados con un nivel de bioseguridad tipo
I, por la caracteristica infecciosa del microorganismo al pertenecer al grupo de riesgo 3.

La muestra debe ser de 5 mL a 10 mL de sangre o de 0,5 mL a 1 mL de aspirado de médula
Osea y se puede usar medio bifasico Ruiz Castafieda. El procedimiento consiste en incubar la
muestra a 37°C y bafiar la fase sélida con la liquida dos veces por dia hasta observar el
desarrollo de los microorganismos en cualquiera de las dos fases. Es conveniente conservar
las muestras hasta los 35 dias en estufa antes de desecharlos como negativos.

Toma de muestras en animales

Para el aislamiento de Brucella a partir de un animal vivo, las muestras mas favorables son las
secreciones vagina les y la leche tomada en el momento del parto o poco después cuando el
nimero de bacterias excretadas es maximo (10").

Las secreciones vaginales son tomadas con ayuda de escobillones estériles y sembradas
directamente en la superficie del medio selectivo. Las muestras de leche, tomadas
asépticamente, son centrifugadas a baja velocidad (3-4,000 rpm).

La nata sobrenadante y el precipitado son sembrados sobre el medio de aislamiento.
Diagnéstico bacteriol6gico - examen microscépico

Las Brucellas sp. pueden ser puestas de manifiesto sobre frotices, mediante coloraciones
especiales. Este procedimiento es realizado en animales y es Util para examinar material de
abortos. Los frotices de cotiledones placentarios, contenido del estémago fetal o exudado
uterino son fijados mediante calor y coloreados por el método diferencial de Koster o de Ziehl-
Nelseen modificado. Los microorganismos Brucella resisten la decoloracion por acidos débiles.

La bacterioscopia es una técnica rapida aunque no es especifica y no tiene mas que valor
presuntivo. Esta sujeta a errores por exceso y por defecto y su resultado, sea positivo o
negativo, debe ser siempre confirmado por cultivo. El aislamiento

de la bacteria constituye la prueba indiscutible de una infeccion por Brucella y la tipificaciéon de
la cepa en cuestion ofrece la posibilidad de un analisis epidemioldgico.
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Aislamiento de Brucella
melrtensis

Diagnéstico serolégico

Si bien el aislamiento representa la prueba de infeccién por Brucella, existen métodos de
diagnéstico serologico que proporcionan informacién acertada y permiten una accién oportuna
para el tratamiento y control de la enfermedad en casos de brotes epidémicos.

El diagnéstico serolégico permite realizar una evaluacion de la respuesta inmune del paciente

frente a la enfermedad en forma rapida y sencilla. Las ventajas de su uso se resumen en los

siguientes aspectos:

e Son las mas usadas en el diagndstico de la brucelosis humana y animal.

e Detectan la presencia de anticuerpos IgM, IgG 4, IgG ; e IgA.

¢ Frente a unainfeccidn los anticuerpos IgM son los primeros en aparecer, seguidos de los
anticuerpos IgG.

e Tener presente que los anticuerpos IgM aglutinan mas intensamente que los IgG, al ser
moléculas mas voluminosas y poseer mayor namero de sitios de reaccion.
Los anticuerpos IgM son termolabiles, mientras que los IgG son termoestables.
Las inmunoglobulinas IgM pierden la actividad aglutinante con agentes reductores como el
2-Mercaptoetanol, mientras que las IgG no la pierden y pueden ser detectadas mediante el
uso de este reactivo. El titulo de un suero es la mas alta dilucion que causa un
determinado gradode aglutinacion.

Para el diagnostico seroldgico de la brucelosis se utilizan las siguientes pruebas diagnosticas:

e Prueba en placa.

e Prueba en placa tamponado.

e Prueba en tubo.

e Prueba rosa de bengala.

e Prueba anillo en leche.

Ademés de estas, existen pruebas complementarias, como la prueba 2-mercaptoetanol que,
conjuntamente con la prueba en tubo, proporcionan un diagndstico certero de infeccion por
Brucella y permite realizar el seguimiento del paciente.

Las pruebas complementarias permiten resolver diferentes problemas, tales como:

e Diagnosticar correctamente el mayor nimero de casos, especialmente crénicos, que
muchas veces permanecen ocultos o de diagndstico incierto.

e Evitar o disminuir las reacciones inespecificas.

e Evidenciar la presencia de anticuerpos incompletos.

e Efectuar la vigilancia epidemiolégica eficaz y de mayor cobertura.

Diagnéstico clinico en el hombre
Objetivo

Diagnosticar en forma rapida y segura. El diagnéstico se basa en el cuadro clinico de la
enfermedad y en la respuesta inmune del paciente.
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Manifestaciones clinicas

e Fiebre, pérdida de peso, escalofrios, sudoracion, cefalea, anorexia, fatiga, astenia, mialgias
y artralgias, entre los sintomas mas comunes.

e Los sintomas se presentan generalmente de 1 a 3 semanas posteriores a la infeccion, en
algunos casos aparece mas tarde.

e Complicaciones: osteoarticulares (30% -40% de los casos), artritis, sacroileitis, bursitis,
espondilitis, hepaticas (mayormente en infecciones por Brucella melitensisJ.)

e Complicaciones neurologicas en <2% de los casos, siendo las meningitis aguda o crénica
los sindromes méas comunes.

Respuesta inmunoldgica

La infeccion por Brucella conduce a una respuesta humoral con la produccién de anticuerpos o
inmunoglobulinas.

Presencia y evolucién de las inmunoglobulinas:

e 1™-2% semana posinfeccion: Presencia de IgM.

e 2%. 3™ semana posinfeccién: Presencia de IgG.

Caracterizacion inmunolégica del paciente

e Pacientes agudos: Presencia de IgG (deteccién mediante prueba rosa de bengala). Los
anticuerpos IgM aglutinan intensamente y llegan a titulos de 1/400, mediante la prueba en
placa o en tubo.

e Pacientes croénicos: Persistencia de IgG (deteccién por 2-mercaptoetanol, fijacion de
complemento o rosa de bengala).

Transmision del germen al hombre
e No se transmite de un individuo a otro.
e Transmisores mas comunes: cabras, ovejas, vacas y cerdos.
Fuentes de infeccion: productos de aborto, placenta, fetos, sangre, orina, semen, descargas

vaginales, leche, subproductos de la leche, legumbres yagua contaminada.
e Susceptibilidad: el hombre y todos los animales domésticos son susceptibles.

Diagnéstico en animales

Objetivo

Identificar al animal infectado propagador de la enfermedad. El diagnéstico se basa en la
respuesta inmunologica y el aborto infeccioso.

Manifestaciones clinicas

El género Brucella tiene predilecciéon por la placenta, glandula mamaria, érganos sexuales,
articulaciones y bolsas sinoviales.

El sintoma principal es el aborto el cual ocurre en el Gltimo tercio de la gestacién. Durante el
parto aparentemente normal o aborto de un animal infectado, se liberan gran cantidad de
microorganismos (013) que contaminan los pastos, el agua y el medio ambiente.

Respuesta inmunolégica

Presencia y evolucién de las inmunoglobulinas:
e 1™-2da semana posinfeccion: Presencia de IgM
e 2da_ 3ra semana posinfeccion: Presencia de IgG.

16



Caracterizacion inmunolégica de la enfermedad en los animales:

e Agudos: Presencia de IgG (deteccién mediante prueba rosa de bengala). Los anticuerpos
IgM aglutinan intensamente y llegan a titulos de 1/400, mediante la prueba en placa o en
tubo.

e Cronicos: Persistencia de IgG (deteccion por 2-mercaptoetanol, fijacion de complemento o
rosa de bengala).

Transmisién del germen en animales

Se transmite de un individuo a otro (animal - animal; animal - hombre).

e Material abortado infectado por Brucella contiene 1013 células Brucellalg. - Las
secreciones infectadas e ingesta de alimentos contaminados representan una importante
fuente de transmision.

¢ Los animales se infectan naturalmente por via conjuntival, digestiva, respiratoria, genital y
por contacto.

e Las mucosas por ser facilmente franqueables, constituyen la principal puerta de entrada.
Las vacas infectadas, luego de la paricién, eliminan gérmenes en el calostro y la leche
hasta la tercera semana, pero cuando hay mastitis intersticialla liberacién de Brucella es
permanente. Por heces y orina también se elimina Brucella, pero en menor nimero.
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Capitulo Il

PRUEBAS
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Pruebas para el diagnéstico de la brucelosis

Prueba en placa

Prueba in vitro, rapida y sencilla

e Detecta anticuerpos IgM e IgG2 al igual que la prueba lenta en tubo.

e Proporciona el titulo de la reaccién de aglutinacion.

e Permite su aplicacion en gran escala en las campafias de control y erradicacion.

Prueba rosa de bengala (Card test o de la tarjeta)

Prueba in vitro, rapida y sencilla.

e Representa la prueba "screening" o tamizaje.

¢ Es una prueba de alta sensibilidad y especificidad debido a su pH &cido.

e Procedimiento cualitativo rapido de aglutinacidén macroscépica que se efectia con una sola
dilucién y que detecta principalmente anticuerpos IgG ;.

e El colorante rosa bengala no ejerce ninguna accion en la actividad serolégica y se puede
reemplazar por otros colorantes de acridina. Su funcién es facilitar la observacion de la
reaccion.

Prueba en tubo

e Prueba in vitro realizada en tubos.

e Esllamada también prueba lenta en tubos al necesitar 48 horas para la lectura de las
reacciones de aglutinacion.

e Meétodo para corroborar los resultados de otras pruebas serologicas

e Deteccién de anticuerpo IgM e IgG.,

Prueba 2 — mercaptoetanol

e Prueba selectiva que detecta solamente la presencia de I1gG ».

e Se basa en que los anticuerpos IgM se degradan debido a la accion de ciertos compuestos
que contienen el radical tiol, tales como el 2-mercaptoetanol. Las moléculas de 1gG ,, en
cambio, no sufren un efecto que altere su actividad para las reacciones aglutinantes.

e En el hombre esta prueba se debe incorporar en el diagnéstico de rutina.

¢ Enlos animales infectados los anticuerpos IgG persisten durante mas tiempo y alcanzan
titulo mas altos que las IgM.

e La prueba 2-mercaptoetanol es Util para detectar infectados crénicos humanos o animales.

Prueba de anillo en leche

Llamada también «ring test».

Se usa como diagnostico presuntivo en areas de control.

Detecta anticuerpos aglutinantes presentes en la leche: IgM e IgA

La sensibilidad depende del antigeno, de la relacién cuantitativa antigeno/leche y del tenor
de glutinas en leche.

¢ Enlaleche de cabra la unién antigeno-anticuerpo no forma un anillo por el pesoy
tamario de los globulos grasoso
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Capitulo IV

ANTIGENOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA
BRUCELOSIS

20



ANTIGENOS DE Brucella

Prueba en placa

Descripcion

El antigeno es una suspensién de células de Brucella abortus
cultivadas en fermentacion, inactivadas por calor y tefiidas de
color azul.

Composicién

El antigeno contiene 10% - 12% de células Brucella abortus
cepa 1119-3, solucién salina fenolada al 0,5% y colorantes
verde brillante y cristal violeta

Indicaciones

Reactivo para el diagnéstico in vitro de la brucelosis humana
y animal. Detecta la presencia de anticuerpos IgM e 1gG , en
el suero, mediante la técnica de aglutinacion en lamina.

Conservacion
Durante el almacenamiento y transporte el antigeno debe mantenerse entre 2°C y 8°C.

Precauciones y recomendaciones

Agitar el frasco antes de usar.

No exponer el antigeno al sol.

No congelar.

Usar material limpio para evitar la contaminacion del antigeno

Procedimiento para la prueba en placa

Materiales

Aglutinoscopio, caja de lectura color negro de 45 cm de largo x 35 cm de ancho y 15 de
profundidad, provista de una placa de vidrio marcada con 60 cuadrados de 3,5 cm2 en 5
filas de 12, que se sostiene cerca de la parte superior de la caja de manera que pueda
quitarse y ponerse facilmente, con luz empotrada que permite iluminar oblicuamente la
mezcla de suero antigeno. La caja estara provista de una tapa de vidrio, superior de la
caja de manera que pueda quitarse y ponerse facilmente, con luz empotrada que permite
iluminar oblicuamente la mezcla de suero antigeno. La caja estara provista de una tapa de
vidrio.

Micropipetas o pipetas de Bang graduadas para verter 0,08 mL, 0,04 mL,0,02 mL, 0,01 mL y
0,005 mL.

Gotero calibrado para 0,03 mL por gota o micropipeta para 30 pL.

Mezcladores de alambre grueso doblado o montadientes.

Reloj.

Procedimiento

a. Los suerosy el antigeno deben estar a temperatura ambiente.

b. Con la pipeta Bang inclinada a 45° en contacto con la placa, depositar 0,08 mL, 0,04
mL, 0,02 mL, 0,01 mL y 0,005 mL de la muestra de suero en una columna de la placa.

c. Agitar suavemente el antigeno y con el gotero en posicion vertical, dejar caer una gota
del antigeno sobre cada cuadrante con suero.

d. Mezclar cuidadosamente el suero y antigeno con mezcladores de alambre, en forma
Circular, empezando por la dilucion mas alta (0,005 mL).

e. Levantar la placay agitar con suave movimiento rotatorio.

f.  Colocar la placa en el aglutinoscopio y marcar el reloj por 8 minutos.

g. Después de 4 minutos, rotar la placa en forma circular.

21



h. Al cabo de 8 minutos, realizar inmediatamente la lectura.

Lectura

Aglutinacién completa: Formacién .de grumos finos y grandes mayor al 50%.
Aglutinacién incompleta: Trazos de células aglutinadas. Aglutinacién menor del
50%.

Reaccioén negativa: Ausencia de aglutinacion.

Interpretacién de los resultados

En sueros humanos se considera como titulo positivo una dilucién 1/200. Un titulo de
1/100 es considerado s6lo como presuntivo.

En sueros de animales vacunados se considera como positivo una dilucién de 1/200. Un titulo
de 1/100 es. considerado como sospechoso. En animales no vacunados un titulo en la dilucién
1/100 es considerado positivo.

Grafico del procedimiento de la prueba en placa

Colocar el suero en cada
cuadrante de fa placa

Agregar 30 pl del antigeno por sueio.

Girar la placa y proceder a la lectura
al cabo de 8 minutos

4 © Mezclar suero - antigeno

Nota: Para la interpretacion de la prueba en placa en el hombre,
se considera titulo positivo 1/200
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Prueba lenta en tubo
Descripcion

El antigeno es una suspension de células de Brucella abortus
cultivadas en fermentacion, inactivadas por calor.

Composicién

El antigeno contiene 4,5% de células Brucella abortus cepa
1119-3 en solucién salina fenolada al 0,5%.

Indicaciones
Reactivo para el diagnostico In vitro de la brucelosis humana

y animal. Detecta la presencia de anticuerpos IgM e IgG , en
el suero, mediante la técnica de aglutinacién lenta en tubo.

Conservacion
Durante el almacenamiento y transporte el antigeno debe mantenerse entre 2° Cy 8° C.
Precauciones y recomendaciones

Agitar el frasco antes de usar.

No exponer el antigeno al sol.

No congelar.

Usar material limpio para evitar la contaminacion del antigeno.

Presentacién
Frasco de 5 mL por 50 dosis.
Procedimiento para la prueba en tubo

Materiales

a. Tubos de 13 x 100 de vidrio claro y completamente limpios.

b. Gradilla para sostener los tubos.

c. Micropipeta o pipetas Sang, graduadas para verter 0,08mL, 0,04mL, 0,02mL,0,0lmL y
0,005 mL.d. Pipetas de 10 mL o dispensador automatico.

d. Estufaa 37°C.

e. Material de vidrio (probetas, balones) para la dilucién del antigeno.

Procedimiento

Diluir el antigeno al 1%. Ejemplo: 1 mL del antigeno + 99 mL de solucion salina al
0,85%.

Diluir el fenol al 0,5% en solucion salina al 0,85%. Ejemplo: 0,5 mL de fenol+ 99,5 mL
de solucién salina al 0,85% c Colocar en la gradilla una hileras de cinco tubos de 13 x 100
mm. d Con una pipeta Bang colocar 0,08 mL 0,04 mL, 0,02 mL 0,01 mL y 0,005 mL de
suero en el fondo de cada tubo.

Agregar 2 mL de solucién salina fenolada a cada tubo.

Agitar la gradilla para homogeneizar las muestras.

Incubar a 37°C por 48 horas.

Lectura
La lectura se realiza sobre un fondo negro con una luz que atraviesa los tubos. Las

Determinaciones se basan en la claridad o turbidez de la mezcla y en la firmeza de los grumos
al agitar suavemente los tubos.
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Aglutinacion Completa: El liquido de la mezcla suero - antigeno, aparece claro con una
sedimentacion de grumos al fondo del tubo, que al agitarlo suavemente se suspenden en el
liquido.

Aglutinacion Incompleta: La mezcla suero - antigeno se presenta parcialmente clara, que al
agitar suavemente el tubo aparece una leve suspension de grumos.

Aglutinacion Negativa: La mezcla suero - antigeno aparece turbia, a una suave agitacién no
aparecen grumos.

Interpretaciéon de los resultados

En sueros humanos se considera como titulo positivo una diluciéon 1/200. Un titulo de 1/100 es
considerado sélo como presuntivo.

En sueros de animales vacunados se considera como positivo una dilucién de 1/200. Un titulo

de 1/100 es considerado como sospechoso. En animales no vacunados un titulo en la dilucién
1/100 es considerado positivo.
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Pruebarosa de bengala

Descripcién

Prueba tamiz o de «screening» llamada también de la tarjeta o
«card test». Es una suspensién de células de Brucella abortus
cultivadas en fermentacién, inactivadas por calor y teflidas de
color rosa purpura.

Composicién

El antigeno rosa de bengala contiene 8% de células de Brucella
abortus 1119-3, solucion salina fenolada al 0,5% y colorante rosa
de bengala.

Indicaciones

Reactivo para el diagnéstico seroldgico in vitro de la brucelosis
humana y animal que se basa en la inactivacion de la IgM a un
pH bajo (3,65). Prueba cualitativa que detecta exclusivamente
19G 1.

Conservacion
Durante el almacenamiento y transporte el antigeno debe mantenerse entre 2°C y 8°C.
Precauciones y recomendaciones

Agitar el frasco antes de usar.

No exponer el antigeno al sol.

No congelar.

Usar material limpio para evitar la
contaminacion del antigeno.

Presentacion

Frasco de 5 mL por 160 dosis.

Procedimiento para la prueba rosa de bengala

Materiales

a. Aglutinoscopio, caja de lectura de color negro de 45 cm. de largo x 35 cm. De ancho y
15 cm. de profundidad, provisto de una placa de vidrio marcada con 60 cuadrados de
3,5 cm2 en cinco filas de 12, que se sostiene cerca de la parte superior de la caja de
manera que pueda quitarse y ponerse facilmente, con luz empotrada que permita
eliminar oblicua mente la mezcla de suero antigeno. La caja estara provista de una tapa
de vidrio.

Pipetas de 0,2 mL graduadas al milésimo o una micropipeta.

Gotero calibrado para 0,03 mL por gota o una micropipeta para 30 I1L con tips.
Mezcladores de alambre grueso o mondadientes.

Reloj.

cooo

Procedimiento

Los sueros y el antigeno deben estar a temperatura ambiente.

Colocar 0,03 mL de suero problema sobre uno de los cuadrados de la lamina de vidrio. .
Colocar una gota (0,03 mL 6 30 11I) de antigeno rosa de bengala.

Mezclar el suero con el antigeno utilizando mezcladores distintos para cada muestra.
Girar la lamina durante 4 minutos a razén de 10 a 12 rpm.

oo o
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f. Elresultado de la prueba se lee a los 4 minutos.
Lectura

El resultado de la lectura de diagnostico se informa como positivo o negativo.

Las reacciones positivas presentan grumos de aglutinaciones que puede ser grandes o
pequefios y las negativas tienen ausencia de éstos.

Interpretacion

En animales especialmente que nunca fueron vacunados, la reaccién positiva es un indicador
de infeccién muy probable.

Se recomienda la prueba de 2-mercaptoetanol como prueba confirmatoria (cuyo titulo positivo
es considerado 1/25) o la prueba de fijacion de complemento.

Reaccion positiva y
negativa de la prueba
rosa de bengala.
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Prueba anillo en leche

Descripcién

Antigeno de células de Brucella abortus cultivadas en R
fermentacion e inactivadas por calor. Se presenta como una - '
suspension de color pdrpura azul oscuro.

Composicion

El antigeno contiene 4,0% de células Brucella abortus cepa
1119-3, solucion salina fenolada al 0,5% vy colorante
hematoxilina.

LR

VUGIONAL DE PROBUGE
Indicaciones

Reactivo para el diagnéstico in vitro de la brucelosis en hatos
bovinos. Detectan anticuerpos IgM e IgA presentes en la
leche. Si hay presencia de anticuerpos. estos reaccionan con
el antigeno coloreado formando un complejo que se adhiere a
la superficie de los glébulos de grasa de la leche y que
ascienden formando un anillo de color purpura azulado. En
ausencia de anticuerpos, la leche adoptara el color del
antigeno y el anillo adoptara un color blanco natural.

Conservacion
e Durante el almacenamiento y transporte, el antigeno debe mantenerse entre 2°C y 8°C.
Precauciones y recomendaciones

e Agitar el frasco antes de usar.

¢ No exponer el antigeno al sol.

¢ No congelar.

e Usar material limpio para evitar la contaminacion del antigeno.

Presentacion
Frasco de 5 m L para 160 dosis.
Procedimiento de la prueba anillo en leche

Materiales

Tubos de 12 x 75 mm de vidrio claro y completamente limpios.
Gradillas de lambre para sostener los tubos.

Pipeta de 2 mL y 10 mL o dispensador automatico.

Gotero calibrado para 0,03 mL por gota o micropipeta de 30 pL.
Puntas para micropipetas (tips)

Estufa a 37°C.

~ooooTp

Toma de muestras

Materiales

Tubos de 12 x 75 mm de vidrio claro y completamente limpios.
Gradillas de alambre para sostener los tubos.

Pipeta de 2 mL y 10 mL o dispensador automatico.

Gotero calibrado para 0,03 mL por gota o micropipeta de 30 IJL.
Puntas para micropipetas (tips)

Estufa a 37°C.

~oooop
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Toma de muestras
INDIVIDUAL Tomar 10 mL de leche de la vaca problema.
REBANOS : Tomar 50 mL de cada pool de 10 vacas, identificandolas.

Es conveniente refrigerar previamente las muestras de leche por una noche antes de
procesarlas.

Procedimiento

Técnica de la prueba para muestras individuales:

Llevar a temperatura ambiente las muestras y el antigeno.

Homogeneizar la muestra de leche problema.

Colocar 1 mL de la muestra de leche en un tubo.

Agregar una gota (0,03 mU del antigeno a cada tubo, mezclar bien. No debe quedar
antigeno en las paredes del tubo.

e. Incubar a 37°C por una hora.

coow

Técnica de la prueba con diluciones:
Esta prueba se utiliza para el diagnéstico cuantitativo en la leche del animal sospechoso para
saber el titulo infectante.

a. Enuna fila de 10 tubos, colocar 2 mL de leche problema en el primer tubo y 1mL de leche
negativa en los siguientes 9 tubos, para realizar diluciones dobles.

b. Transvasar 1 mL de leche del primer tubo al segundo y homogeneizar.

c. Posteriormente trasvasar 1 mL del segundo al tercero, homogeneizar y continuar asi hasta
el dltimo tubo del que se descarta 1 mL.

d. Agregar una gota (0,03 mU del antigeno a cada tubo y mezclar. d. Incubar a 37° C por 1
horay leer.

Técnica de la prueba para un rebafio:
Las muestras refrigeradas de cada pool de la vacas se llevan a temperatura ambiente al igual
gue el antigeno.

a. Homogeneizar la muestra de cada pool de leche.

b. Colocar 2 mL del pool en un tubo.

C. Agregar una gota (0,03 ml) del antigeno a cada tubo y mezclar. No debe quedar
antigeno en las paredes del tubo.

d. Incubar a 37°C por una hora.

Lectura

- Anillo de crema color blanco y columna de leche color purpura.

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

++ Anillo crema de color purpura mas pronunciado que la columna de leche.
+++  Anillo crema purpura oscura, la columna de leche tiene adn un poco de color.
++++  Anillo crema de color purpura oscuro, la columna de leche blanca.

Dificultades en la interpretacion de la prueba

Escasez o exceso de crema.

Leche pasteurizada.¢

Leche de vacas con mastitis pueden dar falsos positivos.

No toda vaca infectada elimina anticuerpos por la leche por lo que se recomienda la prueba
serolégica anual al rebafio.

Interpretacion

Para muestras individuales la formacion del anillo fuertemente tefiido por el antigeno es
indicativo de infeccién. Si a esta muestra se le realiza la prueba con diluciones, un titulo en la
dilucién 1: 16 o superior se correlaciona generalmente con infeccion por Brucella. Se sugiere
que cuando exista un titulo de infeccién en la prueba de anillo, el hato pase por una prueba
seroldgica.
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Procedimiento de [a prueba anillo

en leche
Prueba para muestras individuales

-

If'.
1 mL de leche |
problema al ey
primer y & o« c:a| —
| |
segundo tubo ! | | ‘
H B — = Lectura
Muestra de i“‘ﬂ 1 "“* 1
| ' | .
leche JJ |\J et o N )
+ =
1 mL de leche «problema» al 1ro.y 2do.tubo. Agregar una gota de antipeno anillo en leche. Incubar por 1 hora a
37°C y realizar la lectura. Reaccion positiva: crema de leche color purpura columna de leche blanca, reaccion
negativa: crema de leche blanca, columna de leche color parpura.
\

—

Prueba con diluciones

-
)
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1 mL de leche :
problema al i oot
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1 mL de leche negativa del 1r. al 10 mo. tubo
\

Interpretacion de los resultados

=
La grafica muestra los diferentes grados de reaccion desde la ausencia de reaccidn hasta una
reaccion severa (++++) p
|
o
i |
ol |
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B, o ++++
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Kit de diagndstico de brucelosis prueba Tamiz

Detecta en forma rapida y simultdnea inmunoglobulinas de la clase IgM, IgG , e IgG;. que
permiten diferenciar una infeccion por Brucella de una reaccion inespecifica.

El kit contiene:
e Antigeno prueba en placa.
e Antigeno rosa de bengala.

Descripcion

Los antigenos son suspensiones de células de Brucella cultivadas en fermentacion e
inactivadas por calor, tefiidas de color azul (antigeno en placa) o rosa purpura (antigeno rosa
de bengala).

Composicién

e Antigeno prueba en placa, contiene 10% -12% de células Brucella abortus cepa 1119-3,
solucion salina fenolada al 0,5% y colorantes verde brillante y cristal violeta.

e Antigeno rosa de bengala, contiene 8% de Brucella abortus cepa 1119-3, solucion salina
fenolada al 0,5% y colorante rosa de bengala.

Indicaciones

El kit contiene dos pruebas que, al realizarse en forma simultanea, detectan inmunoglobulinas
de la clase IgM, IgG , e IgG; permitiendo tener un mejor conocimiento de la actividad inmune
del paciente.

e Prueba en placa, detecta anticuerpos de tipo IgM e IgG,, mediante la titulacion del suero.

e Prueba rosa de bengala, prueba rapida que detecta especificamente anticuerpos de tipo
IgG3, descartandose reacciones cruzadas.

Conservacion
Durante el almacenamiento y transporte el kit debe mantenerse entre 2°C y BOC.

Procedimiento de la prueba
La prueba en placa y rosa de bengala deben realizarse en forma simultanea, teniendo en
cuenta el procedimiento de cada prueba descritas anteriormente.

Interpretacion del kit

TITULO + | 'REACCION | = INTERPRETACION
~ PLACA | ROSABENGALA el
1/25 - Negativo
1/50 - Negativo
1/100 - Presuntivo(™)
125 + Positivo
1/50 + Positivo
1/100 + Positivo

(*} Se recomienda repetir la prueba y realizar el seguimiento del paciente.
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En la interpretacion de los resultados, la reaccion positiva en la prueba rosa de bengala es
indicativo de infeccién por Brucella. La prueba en placa determina el grado de infeccion del
paciente. Considerar qué titulos en las diluciones 1/25 y 1/50 se deben a reacciones cruzadas.

Precauciones y recomendaciones

e Agitar los antigenos antes de usar.
e No exponer al sol.
e No congelar.

Presentacion

e Antigeno en placa: 4 frascos de 5 mL para 160 pruebas.
e Antigeno rosa de bengala: 1 frasco de 5 mL para 160 pruebas.

Kit de diagnostico de brucelosis prueba complementaria

i

El kit contiene:

e Antigeno en tubo.

e Reactivo 2-mercaptoetanol.
e Suero control positivo.

e Suero control negativo.
Descripcién

e Antigeno en tubo, suspensidn de células de Brucella abortus cultivadas en fermentacion e
inactivadas por calor. Se presenta como una suspension blanquecina.

e Reactivo 2-mercaptoetanol, reactivo a base de compuesto que contienen el radical tiol
cuya accion es degradar los anticuerpos IgM, detectando Unicamente anticuerpos de tipo
|ng

Composicion

e Antigeno en tubo, contiene 4,5% de células Brucella abortus cepa 1119-3 y solucion
salina fenolada al 0,5%.
e Reactivo 2-ME, compuesto que contiene el radical tiol.

Indicaciones

El kit contiene dos pruebas, que al realizarse en forma simultdnea, detectan diferentes
inmunoglobulinas, teniendo un mejor conocimiento de la respuesta inmune del paciente.

e Prueba en tubo, antigeno para el diagnéstico in vitro de la brucelosis humana y animal.
Detecta anticuerpos IgM e IgG , mediante la técnica de aglutinacion seriada en tubo.

e Prueba 2-mercaptoetanol, prueba selectiva que detecta la presencia de anticuerpos IgG
». Se basa en la degradacion de los anticuerpos IgM debido a la accién de compuestos
que contienen el radical tiol, como el 2-mercaptoetanol. Es util para detectar infectados
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cronicos en los que la prueba de aglutinacién estdndar puede presentar titulos bajos,
dado que el suero contendra exclusivamente anticuerpos IgG.

Conservacion

Durante el almacenamiento y transporte el kit debe mantenerse entre 2°C y 8°C.

Precauciones y recomendaciones

Agitar el antigeno antes de usar.

Reconstituir los sueros con 2,5 mL de agua destilada estéril.
No exponer al sol.

No congelar.

Presentacion del kit

Antigeno en tubo, frasco de 1 mL para 25 pruebas (prueba en tuboy 2 - M E).
Reactivo 2 -ME: frasco de 1 mL para 25 pruebas (prueba en tubo y 2 - ME).
Suero control positivo liofilizado: frasco de 2,5 mL.

Suero control negativo liofilizado: frasco de 2,5 mL.

Procedimientos de la prueba complementaria

Materiales

a. Tubos de 13 x 100 mm de vidrio claro y completamente limpios.

b. Gradilla de alambre para sostener los tubos.

c. Micropipeta o pipetas Sang, graduadas para verter 0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL, 0,01 mLy
0,005 mL.

d. Pipetas de 10 mL o dispensador automatico.

e. Estufaa37°C.

f.

Material de vidrio (probetas, balones) para la dilucion del antigeno

Procedimiento

a.
b.

—:(Q—"'

Diluir el antigeno al 2%. Ejemplo: 2 mL del antigeno + 98 mL de solucion salina al 0,85%.
Diluir el 2-mercaptoetanol 0,1 molar (Mol= 78,13). Ejemplo: 0,78 mL 2-mercaptoetanol  +
99, 22 mL de solucién salina al 0,85%.

Diluir el fenol all % en soluciOn salina al 0,85%. Ejemplo: 1 mL de fenol + 99 mL de
solucion salina al 0,85%.

Colocar por cada muestra dos hileras de cinco tubos de 13 x 100 (marcadas como T y M).
Una hilera se destina para la prueba en tubo y la otra para prueba 2-mercaptoetanol.

Con una pipeta Bang colocar 0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL 0,01 mL y 0,005mL de suero en
el fondo de cada tubo.

Agregar 1 mL de solucién salina fenolada a la hilera T.

Agregar 1 mL de solucién de 2-mercaptoetanol a la hilera M.

Esperar 30 minutos.

Agregar 1 mL de la solucion del antigeno a todos los tubos (hilera T y M). j. Agitar la
gradilla para homogeneizar las muestras.

Incubar a 37°C por 48 horas

Lectura del kit

La lectura se realiza sobre un fondo negro con una luz que atraviesa los tubos. Las
determinaciones se basan en la claridad o turbidez de la mezcla y en la presencia de grumos
al agitar suavemente los tubos.

Aglutinacién completa: el liquido de la mezcla suero - antigeno aparece claro, con una
sedimentacion de grumos al fondo del tubo que al agitarlo suavemente se su penden en el
liquido.

Aglutinaciéon negativa: el liquido de la mezcla suero-antigeno aparece turbia y a una suave
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agitacion no aparecen grumos. » .
Interpretacion del kit

TUBO 2 - ME INTERPRETACION
(Titulos) (Titulos)
1/25 - Negativo
1/50 - Negativo
1/100 = Presuntivo (%)
1/100 1/25 Positivo

(*) Se recomienda repetir la prueba vy realizar el seguimiento del paciente.

En la interpretacion de los resultados, la reaccién positiva en la prueba 2-mercaptoetanol es
indicativo de infeccién por Brucella. La prueba en tubo determina el grado de infeccién del
paciente. Considerar, en la prueba en tubo, qué titulos en las diluciones 1/25 y 1/50 se deben a
reacciones cruzadas.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA EN TUBO
2-MERCAPTOETANOL

4 N
Ag SS fenolada
2mL 0,78 mL ME 1 mL fenol
+ + +
98 mLSS 9922 mL SS 99 mL SS
(a)
. (f (h)
Pipeta  (d) (9)
Bang () - )
¢ +—
4t 4—
I
7] Colocar: Colocar: Colocar:
- | ~— 0,08 mL 1mL Ag 1 mL Ag
e —— 0,04 mL 1mLSSfenclada| . 7
1mL 2-ME
- —— 0,02 mL Suero S
uero
—— 0,01 mL U
\—{— 0,005 mL ¥ -
T M
. »,

2-ME: 2-mercaptoetanol.
SS: Solucién salina.

Nota: Se debe preparar primero las soluciones (Figuras a, by c) y alistar la bateria de tubos (d, e) para Ia realizacion de la prueba.
Los sueros seran depositados de acuerdo a la figura (d, ) seguido de 1 mL de solucion salina fenolada {SSF) para la fila de tubos
Tode 1 mL de 2-ME para la fila de tubos M. Finalmente agrega 1 mL del antigeno al 2%, (figura a), a toda |a bateria de tubos de las
filas Ty M. Se realiza la lectura al cabo de 48 horas en estufa a 37°C.
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Capitulo V

VACUNAS PARA LA
PREVENCION DE LA
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VACUNA Brucella melitensis CEPA REV -1

Descripcién

La vacuna es una suspension de gérmenes no disociados de Brucella melitensis cepa Rev -1
producida en fermentacion. Se presenta en forma liofilizada como una pastilla blanquecina
acompafiada de un frasco diluyente estéril.

Composicioén
e Cabras jévenes: La vacuna contiene 1-2 x 109 gérmenes / mL.

e Cabras adultas: La vacuna contiene 1 x 10° gérmenes / mL.
e Soporte de liofilizacion.

Indicaciones

Para inmunizacion de caprinos: cabras jovenes se vacunan entre los 3 y 6 meses, en tanto que
cabras adultas se vacunan a los 6 meses de edad. No se vacunan machos.

Dosis

Para cabras jovenes y adultas: 1 mL via subcutanea.

Precauciones y recomendaciones

e Mantener durante el almacenamiento y transporte entre 2°C a 8°C.

e Tener cuidado en la reconstitucion de la vacuna, extraer el diluyente e introducirlo al

liéfilo y agitar suavemente hasta lograr una suspensién homogénea.

Presentacion
Vacuna liofilizada y diluyente x 10mL x 10 dosis.
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VACUNA Brucella abortus CEPA 19

ey pe propUco?”
w
%g_:rfms DE M:‘g

w

e T T Chi

Vacuna Brucella abortus Diluyente de la vacuna
cepa 19 liofilizada. Frasco x 10 mL
Frasco x 4 dosis

Descripcion

La vacuna es una suspension de gérmenes no disociados de Brucel/a abortus cepa 19
producida en fermentacion. Se presenta en forma liofilizada como una pastilla blanquecina
acompafada de un frasco diluyente estéril.

Compaosicion
La vacuna contiene 10 - 12 X 109 gérmenes / mL en un medio de soporte de liofilizacién, Cada
dosis de 5 mL contiene 60 mil millones de gérmenes.

Indicaciones
Para la inmunizacion de terneras de 3 a 6 meses de edad. No se vacunan machos y no
requieren revacunacion.

Dosis
5 m L via subcutanea.

Precauciones y recomendaciones

e Mantener durante el almacenamiento y transporte entre 2°C a 8°C.

e Tener cuidado en la reconstitucion de la vacuna, extraer el diluyente e introducirlo al li6filo
y agitar suavemente hasta lograr una suspension homogénea.

Presentacién
Vacuna liofilizada y diluyente por 4 dosis.
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Capitulo VI

ESPECIFICACIONES DE LOS
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Rangos de normalizacion de antigenos recomendados por |2
Organizacion Mundial de Salud

f :.; b ntigeno .......

Volumen celular

PLACA
TUBO
ROSA DE BENGALA
ANILLO EN LECHE

6,4 -7,0

6,4 -7,0
3,65 40,5
4,0-43

10-12%
4,5%
8,0%
4,0%

Rangos de normalizacion de vacunas
recomendados por la Organizacion Mundial de Salud

Brucella abortus cepa 19

10-12x 10°

60,000 millones

Brucella melitensis cepa rev 1

cabras jovenes

1-2 % 10°

1,000 millones

Brucella melitensis cepa Rev 1

cabras adultas (dosis reducida)

1x10°

100 mil
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Capitulo VII
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Bioseguridad
Definicion
Conjunto de normas tendientes a minimizar los accidentes de trabajo.

Bioseguridad en el laboratorio

Proteger al laboratorista de agentes potencialmente patégenos (el género Brucella pertenece al
grupo de riesgo lll, produce seria infeccién en el hombre pero no se transmite de un individuo a
otro).

Principales vias de infeccion - proteccién:

e Ingestion, importancia del uso de propipeta. La Brucella penetra a través de las mucosas
del tracto intestinal o estomacal (si el jugo gastrico no es muy acido).

¢ Contacto, importancia del uso de guantes. Los microorganismos penetran a través de
heridas o abrasiones de la piel y por via conjuntival.

e Inhalacién, importancia del uso de mascarilla. Los aerosol es se producen en la mayoria
de actividades del laboratorio.

Bioseguridad en el campo

Evitar el consumo de queso fresco en areas endémicas.

Usar vestimenta protectora: veterinarios y técnicos.

Precaucion en la manipulacion de cadaveres de animales.

Ubres y utero constituyen el mayor riesgo. No deben ser abiertos ni derramar su
contenido.

e Eliminar el material contaminado como abortos y desinfectar las superficies contaminadas.

Disefio del laboratorio
Disefio adecuado del laboratorio

Aislamiento geogréfico.

Control de acceso.

Separacion fisica: areas para reactivos inflamables.
Evitar la recirculacion de aire mediante extractores.
Presion de aire (presion negativa).
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Equipos y técnicas de seguridad eficientes

inhalado: Tipo N95.

Propipetas: evitan contaminacién a mucosas.

Cabinas de seguridad: .Tipo Il para el género Brucella (evitar turbulencias de aire).
Filtros hepa, eficiencia 99% para particulas de 0,13 micrones de diametro.

Ropas protectoras: mandiles de manga larga, cuello y pufios estrechos.

Mascarillas descartables: reducen 2 logaritmos el nimero de microorganismos de aire

¢ Guantes: evitan la penetracion de microorganismos por heridas o abrasiones de la piel.
e Asas: no deben exceder los 5 cm de longitud para minimizar la vibracion.

Buenas técnicas microbiolégicas

¢ Remision de muestras: recipiente irrompible, esterilizable, descartable y cubierto.

e  Operaciones de rutina.
. Uso de desinfectantes.

Grupo de riesgo en relacion con el tiempo de laboratorio

Escaso riesgo individual
y comunitario

Ensefianzas basicas

Bacilius subtilis
Escherichia coli

I
Riesgo individual y
comunitario limitado

Servicios basicos de hospital
de nivel primario. Laboratorio
de diagndstico y salud publica

Salmonella typhi
Virus de la hepatitis

1
Riesgo individual elevado
y comunitario limitado

Laboratorio de diagnéstico
especializado

Brucella sp

v
Elevado riesgo individual
comunitario

Laboratorios que trabajan con
agentes patogencs peligrosos

Virus de Marburg
Fiebre aftosa,
Ebola, Dengue, VIH
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Desinfeccion de ambientes y superficies

e Luz ultravioleta: control semestral. Se recomienda 10 pw/cm en laboratorio y 20 pw/m2 en
areas contaminadas

e Hipoclorito de sodio: En general: 5g/L (5,000 ppm) - relacion 1: 18 para material de
autopsias. A campo abierto desinfectar con hipoclorito al 20% o con cal apagada. El
material abortado puede contener hasta 1012 células de Brucella/gr.

e  Formol: desinfectante: 50g/L (5%). Para desinfeccién de ambientes usar: 25 mL+15 g.
Permanganato de potasio/m3.

e  Alcohol: 70%

e Yodo: 0,075 gr/L (75 ppm)

e  Fenol: Al 5%, bajo nivel de inactivacién por sustancias organicas.

Descontaminacién de material

e Autoclave: 121 De a 15 Ibs. de presién x 15 min.
Remision y conservacién de muestras

Definiciones:

Sustancias infecciosas: Microorganismos viables: bacterias, virus, etc.

Muestras para diagnéstico: Materiales de origen humano o animal como excretas,
secreciones, sangre etc.

Productos biol6gicos: Vacunas, componentes celulares, reactivos de diagnéstico.

Para la remisién de sustancias infecciosas y mllestras de diagndstico, tener en cuenta:

e Recipientes: Impermeables, con tapa.

e  Transporte: Uso de recipientes secundarios.

e Recepcion de muestras: Local de recepcion.

e Apertura de muestras: En camaras de seguridad.

Cadena de frio

Representa el modo adecuado de conservar un producto bioloégico sin que pierda sus
caracteristicas y propiedades antigénicas.

Recomendaciones:

e  Mantener durante el almacenamiento y transporte entre 2°C y 8°C.

e Reconstituir la vacuna liofilizada en forma correcta. Extraer el diluyente e introducir al
liéfilo.

e Agitar suavemente hasta lograr su completa reconstitucion.

e Se recomienda usar la vacuna el mismo dia que se reconstituye.

Tomay remision de muestras

e Laprevalencia de la enfermedad se realiza por vigilancia serolégica.

e En campafias de vacunacién se tomara una muestra al azar en animales sin antecedentes
de vacunacion.

e En hatos pequefios muestrear por lo menos 10 animales y en hatos mayores un 10% de
animales sin vacunar.

e Las muestras deben estar debidamente identificadas y antes de comenzar cualquier
prueba verificar que el material se encuentre en condiciones apropiadas para trabajar.
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