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Introduccién

Hoy en dia la Brucelosis sigue siendo un problema de salud publica a nivel mundial
la cual genera grandes pérdidas para la Industria ganadera debido a que esta
zoonosis tiene como consecuencia la generacion de abortos en hembras
prefiadas, la disminucién de productividad de leche y problemas de fertilidad en
machos, ademas de que los animales enfermos diseminan rapidamente la

enfermedad en animales sanos.!

La Brucelosis es una patologia causada por la bacteria del género Brucella spp las
cuales son bacilos Gram (-) inmdviles y aerobios estrictos, son de crecimiento lento
no forman esporas ni poseen capsula; tienen metabolismo oxidativo porque
utilizan los NOs como aceptores de electrones, son catalasa y oxidasa positivo y en
general no fermentan los azlcares.? Hasta el momento se incluyen 10 especies de
Brucella en funcion de sus caracteristicas antigénicas y su hospedador, aunque
algunas especies tienen mas de uno, la principal causante de dafar al ganado es

Brucella abortus. 3

En el caso del humano esta zoonosis se adquiere por el contacto con animales
enfermos, principalmente las poblaciones de riesgo son quienes laboran en
ranchos, trabajadores de rastros, médicos veterinarios, personal de laboratorio de
diagndstico clinico que manipula muestras de fluidos biolégicos, asi como quienes

consumen leche y sus derivados sin pasteurizar- 4

En los paises desarrollados, los sistema para el control de la Brucelosis son
adecuados, sin embargo, en los paises con economias emergentes, como es el
caso de México, representa aun un importante problema de salud; lo anterior se
debe a diversas causas en las que destacan el movimiento no controlado de
animales por corrales en los ranchos por lo que es mas dificil la identificacién de
animales enfermos y que en muchos de los casos los animales que son

diagnosticados con Brucella abortus no son sacrificados.®



De acuerdo con un informe realizado el 2 de julio de 2020 por la SENASICA
organismo encargado de implementar la camparfia nacional contra la Brucelosis en
animales; se reporto que el 28.88% del territorio mexicano esta reconocido en fase

de erradicacion. ©

La demanda creciente de alimentos de calidad por parte del consumidor obliga a las
industrias no solo a producir alimentos nutritivos, sino ademas a ofrecer alimentos
inocuos y seguros, por ello las industrias del giro alimenticio requieren de un
sistema de gestion de calidad bien estructurado, ya que esta de por medio la salud

del consumidor. 78

Actualmente, los alimentos producidos y procesados con los mas altos estandares
de calidad e inocuidad son los de mayor demanda y venta tanto a nivel nacional
como internacional, por lo que se recurre a la aplicacién de estrictas regulaciones y
al cumplimiento de normas para garantizar que el producto brindado al consumidor

cumple con los estandares requeridos 8

El sistema de calidad en la industria de alimentos enfatiza el control de materia
prima, procesos y producto terminado, mediante ensayos fisicos, quimicos vy
biologicos realizados en laboratorios, como parte del control calidad de materia
prima se utiliza el diagnostico de Brucella abortus para evaluar la salud de los

animales y por ende evaluar la calidad de la leche obtenida de estos. °

El diagndstico se establece aislando el microorganismo en cultivos de sangre,
médula 6sea u otros tejidos; sin embargo, estas practicas requieren de medidas de
prevencion altas para el analista y el laboratorio, por lo que actualmente se utilizan
técnicas seroldgicas de aglutinacion mediante la utilizacion de antigenos para la
deteccion de anticuerpos de Brucellla abortus en muestras de ganado bovino como
lo son suero y leche; estas técnicas son cualitativas y presuntivas y las mas
comunmente usadas son la técnica de anillo en leche o anillo de Bang para
muestras de leche, la técnica de tarjeta o rosa de bengala, rivanol, y fluorescencia

polarizada para muestras de suero, esta Ultima es un prueba cuantitativa 1011



Estas pruebas tienen como ventajas que son consideradas pruebas para
diagnostico rapido, ademas de ser pruebas de bajo costo, se requiere poca cantidad
de muestra, brindan una alta sensibilidad, por el contrario, su principal desventaja
es que presenta subjetividad en su interpretacion, por lo que es sustancial que el
personal se encuentre perfectamente capacitado para la obtencion de resultados

confiables. 12

Como egresada de la Licenciatura de Bioguimica Diagndstica, formamos una pieza
importante en la prevencion y erradicacion de enfermedades zoonéticas; en este
trabajo se describiran las funciones realizadas como profesional contratada en una
industria alimentaria, en particular en la aplicacion de pruebas para identificacion
de Brucella, y en el impacto que esto tiene para un diagndstico adecuado y oportuno
de los animales enfermos y en el control y prevencion de la diseminacion de esta
enfermedad. De manera simultanea se exponen los lineamientos normativos bajo
los cuales se llevan a cabo estas funciones bajo el sistema de gestion de calidad
corporativo que permite ofrecer productos con estandares de alta calidad que

cumplen los requisitos y expectativas de los clientes.

Justificacion

En la industria de alimentos el area de calidad tiene como objetivo garantizar la
inocuidad de un producto esto con el propésito de asegurarle al cliente que esta
adquiriendo y consumiendo un producto seguro, ademas ofrecemos al cliente un
producto que cumpla con los mas altos estandares es por ello que como
profesionistas estamos comprometidos a cumplir estos estandares por medio del
diagndstico microbiolégico, ademas de analisis bromatoldgicos y fisicoquimicos. En
este trabajo se revisaran las pruebas realizadas en un laboratorio de serologia en

la industria de alimentos y el papel que desempefia el BQD en el area de calidad.



Objetivo general

Conocer las técnicas de diagndstico para Brucella abortus aplicadas en un
laboratorio de control de calidad de la leche, utilizando cuatro métodos
(rosa de bengala, rivanol, fluorescencia polarizada y anillo en leche) para el

cumplimiento del sistema de gestidon de calidad en la industria de lacteos.

Objetivos particulares

Exponer de manera general las metodologias empleadas (rosa de bengala,
rivanol, fluorescencia polarizada y anillo en leche) en el diagndstico de
Brucella abortus en leche y suero de vaca.

Describir las principales actividades del quimico analista en un laboratorio
de diagndstico en la industria de alimentos.

Describir la importancia que tiene el BQD en el diagndstico para beneficio de
la industria de alimentos.



Descripcion del desempefio profesional.

Aspectos generales de mi desempefio como recién egresado de la Facultad.

En Mayo de 2018 comencé a desempefiarme como quimico analista en la industria
de alimentos, para obtener la planta y poder firmar el contrato definitivo estuve a
prueba durante 3 meses durante este tiempo, se me capacito para poder realizar
las actividades del laboratorio de serologia el cual esta conformado por un equipo
multidisciplinario como Médicos Veterinarios Zootecnistas, Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos, Quimicos Bacteridlogos Parasitélogos, Ingenieros en Alimentos y en los
ultimos afios ha ido creciendo la plantilla de Bioquimicos Diagndsticos en el area de

calidad de alimentos.

En primera instancia me encargue de la recepcion de muestras, realizar el registro
fisico y digital ademas de centrifugacion de las mismas, este procedimiento tenia la
finalidad de poder identificar las muestras hemolizadas y turbias, al mismo tiempo

poder descartar las que se rechazan para los andlisis.

Posteriormente estudie teéricamente todos los procedimientos de las técnicas que
se realizaban en el laboratorio, después de forma analitica se me capacito para
desempeiiar las pruebas de anillo en leche, tarjeta, rivanol y fluorescencia

polarizada.

Al paso de los tres meses de prueba aumentaron mis responsabilidades, ya emitia
resultados por correo electrénico al cliente y se asignaron a mi cargo equipos e
instrumentos para dar seguimiento al mantenimiento preventivo o correctivo y
calibracion con la finalidad de cumplir con el programa anual que estipula la NXM-
17025, asi como el desarrollo y seguimiento de nuevos procedimientos, instructivos,
guias rapidas de equipos e instrumentos, diagramas de flujo, en el sistema
documental interno. Al paso de 6 meses se me dejé desempenfiar y emitir resultados

para la prueba de ELISA en leche para deteccion de aflatoxinas Al, al ser una



técnica de larga duracion y vigilancia ademas requiere de precision y mucha
concentracion por parte del personal que la ejecuta se necesita de un tiempo largo
de capacitacion, al llevar a cabo cualquier técnica de diagndstico a la par se llenaba
una hoja de trabajo la cual incluia datos importantes para la trazabilidad como la
fecha del analisis, antigeno utilizado, equipos e instrumentos utilizados, verificacion

de los controles internos, temperatura de analisis y la identificacion de las muestras.

De manera grupal se supervisaba el suministro de los insumos requeridos para
llevar a cabo todas las actividades para el laboratorio, el cual incluia principalmente
material para disposicion de RPBI, reactivos, equipo de proteccion personal,
material para limpieza y la solicitud del mantenimiento y calibracién al area de

compras.

Por otro lado, se nos capacitaba para poder identificar desviaciones en el sistema
de calidad y realizar acciones preventivas en este sentido, se atendian las auditorias
internas y externas como parte del sistema de gestion de la calidad, se realizaban
las acciones correctivas en caso de obtener una no conformidad, esto nos permitia
obtener una retroalimentacion que contribuye a una mejora continua en los
procesos, como parte de esto en el afio 2021 tome un curso por parte de la UNAM
de Formacion de auditores internos de calidad e inocuidad el cual afianzo mis

conocimientos en el tema y pude desempefiarme de mejor manera en este aspecto.

La formacion que adquiere el BQD durante la Licenciatura le permite desempefiarse
de manera precisa e incorporarse facilmente al dmbito laboral con la pertinente
capacitacién y preparacion continua. Ademas de que el BQD tiene la ventaja de
desempefiarse en diferentes areas por sus amplios conocimientos en diversas

disciplinas.



Estructura organizacional e insercion y funciones del Laboratorio de Control
de Calidad.

Actualizacion y mantenimiento de sistema
documental.

Solicitud de insumos para el laboratorio y control
de inventario.

Figura 1. Actividades desempefiadas en el laboratorio de control de calidad.

Para desempefar las actividades es primordial seguir las buenas préacticas de
laboratorio debido a que el personal del laboratorio maneja muestras biologicas se
encuentra en peligro de infectarse al estar expuesto a agentes patdgenos.



En 1974 el Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Estados Unidos
publicé “Classification of etiologic agents on the basis of Hazard” en el cual se
clasifican los agentes patdégenos en 4 grupos de riesgo, mas tarde el National
Institutes of Health (NIH) y la OMS actualizaron el sistema clasificando los

laboratorios en grupos de riesgo de acuerdo a los agentes patdgenos que manejan.

Segun los grupos de riesgo Brucella spp. se encuentra en el grupo de riesgo 3 en
el cual se encuentran los agentes asociados a enfermedades serias o letales en
humanos para las cuales pueden estar disponibles medidas preventivas y/o

terapéuticas y el contagio entre individuos es poco comun. 4°

Desde el inicio del proceso las muestras se deberan considerar potencialmente
infecciosas independientemente de cuél sea el resultado de las pruebas, por lo que
se deberd trabajar con todas las medidas de seguridad. Al manipular muestras
debera portarse en todo momento el equipo de seguridad personal el cual consiste
en bata, lentes de seguridad y guantes estos deberan de encontrarse en buenas

condiciones (sin roturas o desgaste).

El personal debera lavarse las manos de forma recurrente durante la jornada laboral
siguiendo la técnica del correcto lavado de manos y queda estrictamente prohibido

el consumo de alimentos dentro del laboratorio.

Las mesas deberan desinfectarse antes y después de trabajar sobre ellas, con la
finalidad de que permanezca la efectividad de los desinfectantes se cuenta con un
programa de rol de desinfectantes. En caso de un derrame accidental de muestras
biolégicas se coloca desinfectante y se limpia con un pafio, posteriormente se
desecha en la bolsa roja de polietileno de RPBI.

La limpieza de equipos como centrifugas, refrigeradores, congeladores se lleva a
cabo semanalmente y se registra en el formato de limpieza y mantenimiento de

equipos.

Los RPBI se colocaran en los contenedores adecuados los cuales deberan cumplir
todos los requisitos que indica la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, de acuerdo con la



cantidad de residuos generados (Kg) sera la periodicidad de la recoleccion de los

residuos por parte del proveedor.

Los residuos se resguardaran en un area alejada del laboratorio y de las areas
donde haya afluencia de personas, para evitar el contacto directo y Unicamente
debera tener acceso el personal autorizado.

Residuo Contenedor

Leche Contenedor rigido rojo para liquidos.
Viales y tubos de ensaye Bolsa roja de polipropileno
vacios.
Agujas y material de vidrio. Contenedor rigido rojo para punzocortantes

Tabla 1. Residuos generados y contenedor correspondiente para su desecho.

Mensualmente se realizara la limpieza profunda de las areas con Hipoclorito de
Sodio al 5% incluyendo techos, muros, ventanas, puertas, mesas y repisas para
verificar la efectividad de la limpieza posteriormente se realizara el monitoreo

ambiental.

RPBI

ACCESO ENTRADA Y SALIDA

BODEGA / AREA DE LAVADO DE

SANITARIO FECERT D MATERIAL / REGADERA Y LAVAOJOS

PUERTAS DE CRISTAL

PASILLO

YIINIOHIWI
30 varvs

PUERTAS DE CRISTAL

ANALISIS DE FLUORESENCIA POLARIZADA

AHEME AL E R SERelleE Y CAMPANA DE FLUJO LAMINAR.

Figura 2. Distribucion de las areas del laboratorio de serologia.



Disposicion de Residuos
Peligrosos Biolégico-Infecciosos.

S

NO

Desechar en Posterior a la utilizacién de material que
depésito de estuvo en contacto con un agente
basura infeccioso sospechoso. Antes de desechar
comun _ | esterilizar en autoclave
: - medios de cultivo y
A pruebas en tubo.
Identificar las caracteristicas
del material a desechar
Residuos No anatémicos sélidos Residuos ,No.anatom|cos Material punzocortante:
liguido ) )
Bolsa polietileno roja o . Contenedor rigido rojo
Contenedor rigido hermético

!

Cerrar las bolsas cuando se
encuentren al 80% de su

capacidad. iLa bolsa se
T encuentra
v en buenas
Llevar al lugar de resguardo condiciones
temporal.
Registrar en la bitacora de l NO
RPBI los datos solicitados. - -
Sin abrir la
¢ bolsa, colocar
Recoleccién y transporte otra bolsa de
externo. soporte.

v

Lavar y desinfectar contenedores con
equipo de proteccion personal.

FIN

Figura 3. Diagrama de flujo disposicion de RPBI.
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Recepcidon de muestras.

Al inicio de la recepcidn tomar la temperatura de las muestras con un termometro

Infrarrojo calibrado y registrar en la hoja de trabajo.

Solo se reciben
=l Muestras en tubo rojo
y/o amarillo

Se recibe la solicitud de
analisis
Posterior a la
En la etiqueta se coloca |l  centrifugacion se
la ID de la muestra. colocan las ID en la hoja
de trabajo.

Bl Muestras identificadas d Stef_colo_can as |
con codigo de barras SHHCECIONES S
hoja de trabajo

— Suero

%
®©
s
7
o)
S
S
w
o
c
NS
o
o
[0
O
[
o

— Leche —

No se recomiendan
muestras de vaca con

mastitis, leche con
sangre, calostro.

Se rechazan viales que
se reciban abiertos

No se reciben muestras
de leche pasteurizada

Figura 4. Descripcion del proceso de recepcion de muestras para analisis.

Criterios de aceptacién de muestras.

Se requiere que la muestra bioldgica recibida cumpla con requisitos necesarios para
poder proceder con su analisis con la finalidad de evitar interferencias en los
resultados, si la muestra no llegara a cumplir estos requisitos se rechaza y se
resguarda para aclaraciones por parte del cliente. A continuacion, se describen los

requisitos:

v' Debe venir contenida en un envase adecuado, en tubo de sangre sin aditivos
(Unicamente tubo amarillo y/o rojo).

v' Para el caso de leche debera venir contenida en un vial identificado y sellado.
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v" Muestras ldentificadas de manera claray en un lugar visible, preferentemente
con tinta indeleble.
v Debe incluir la solicitud de analisis llena (fecha del muestreo, identificacion

de las muestras, analisis solicitado firmado por el médico tratante).

Criterios de rechazo de muestras.

x Muestras derramadas y/o abiertas.

x En el caso de suero muestras severamente hemolizadas y/o turbias, debido
a que pueden presentarse interferencias.

x Muestras de leche en mal estado (leche cortada) y muestras con mas de 48
hrs. de muestreo.

x Contenedor sin identificacion.

x Muestras en tubo con aditivos.

a0

Figura 5. Ejemplos de aceptacion y rechazo de muestras hemolizadas. De la muestra 1 a
la 4 se aceptan para prueba de tarjeta, rivanol y FP, de la muestra 5 hasta la 8 se
rechazan. =

Figura 6. Ejemplos de criterios de rechazo y aceptacion para muestras turbias y/o
lipémicas. Se aceptan muestras como se observa en el nUmero 1 para prueba de tarjeta,
rivanol y FP a partir de muestra 2 a la 8 se rechazan. *
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Sistema de gestion de calidad.

Para cumplir con el sistema de gestiéon de calidad es necesario contar con un

registro en donde se pueda localizar facilmente la trazabilidad de las muestras

desde la recepcion de estas hasta la liberacion del informe de resultados al cliente.

Los datos esenciales que se requieren por parte del cliente son:

Fecha de la toma de muestra.

ID. del animal.

Nombre y firma de la persona que requiere el analisis

Por parte del laboratorio debe haber un registro donde se indique:

Fecha de andlisis.

ID. de controles internos utilizados, estos se preparan a partir de sueros que
se encuentran resguardados, para control (+) se utilizan sueros positivos a
Brucella y para control (-) sueros negativos a Brucella para ello deben
colocarse en el registro de preparacion de controles las ID. de los sueros
utilizados, asi como el nimero de folio del informe al que pertenece cada
muestra utilizada, posteriormente se prepara un pool de muestras positivas
y otro de muestras negativas y se verifican a las diferentes pruebas para
verificar si se aceptan o se rechazan, los criterios de aceptacion se describen
a continuacion en la tabla 1, si son idoneos se colocan en microviales, se
numeran de forma ascendente, se resguardan en congelador y se les da una
caducidad de 3 meses durante este tiempo se monitorea la temperatura del
congelador 3 veces al dia con ayuda de un termometro calibrado esto como
parte del control de calidad, posterior al tiempo de caducidad deberan
prepararse nuevos controles, si se rechazan los criterios deberan desecharse

y prepararse nuevamente.
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~ CONTROL INTERNO = CONTROL INTERNO |
NEGATIVO POSITIVO
Tarjeta Negativo Positivo
Rivanol Negativo Titulo 1:400
FP 70-95 mP >120 mP
Anillo en Leche Negativo 4+

Tabla 2. Criterios de aceptacion para la verificacion de controles internos.

e ID. del frasco de antigeno utilizado, asi como lote y caducidad. Se debe
registrar en el formato de “Registro de antigenos” en donde se indica la hora
de salida del antigeno, analista, lote, caducidad y hora de resguardo.

e Nombre del analista que analiza y reporta los resultados.

Como parte del sistema de gestidn de calidad se realizan pruebas de repetibilidad y
reproducibilidad a cada analista y se califica a cada uno, aunado a esto se realiza
validacion de los métodos, esto con la finalidad de comprobar que el analista se
encuentre capacitado y sea apto para realizar el andlisis garantizando que los
resultados emitidos son confiables.

En el caso de los equipos e instrumentos de laboratorio, se debe contar con un
programa anual de mantenimiento y calibracién y en casos especiales aplica la
calificacién que nos permite conocer si estos se encuentran trabajando de manera
correcta, en el caso de las estufas de incubacion, congeladores y refrigeradores nos

permite conocer si la temperatura se mantiene homogénea dentro del equipo.

En los laboratorios de ensayo es de suma importancia que el personal se encuentre
capacitado para realizar las técnicas, para la utilizacién del equipo del laboratorio y
la interpretacion de resultados, asimismo debe comprobarse que todos los reactivos
utilizados durante los procesos se encuentran en condiciones aptas, asi como
utilizar solo instrumentos y equipos en los cuales su calibracién y mantenimiento se

encuentren vigentes de cada equipo e instrumento ademas las instalaciones sean
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adecuadas para mantener las condiciones especificas para cada prueba, todo esto

con el proposito de demostrar que los resultados sean auténticos y confiables.

Riesgos de la Brucelosis en la salud publica.

La brucelosis humana sigue siendo una enfermedad endémica en varias zonas del
pais debido a que los programas de prevencion no han tenido el impacto esperado
por lo que actualmente sigue siendo un problema de salud publica. En esta
zoonosis infecciosa se ven afectados principalmente trabajadores de granjas y
rastros, medicos veterinarios que se encuentran en contacto con animales
infectados, fetos y/o placentas de animales abortados y personal de laboratorio

gue manipule cultivos o muestras.

Es por ello que existe la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP)
la cual es el conjunto de laboratorios que se encargan de generar informacién de
gran utilidad ya que unifican técnicas de diagndstico, asi como el tratamiento de los
datos para la toma oportuna de decisiones. En esta red se realiza el diagndstico
seroldgico de Brucelosis y estd conformada por el INDRE, LESP Y LAVE y se
encuentra estructurada a nivel nacional, estatal y local, siendo el InDRE el

representante a nivel nacional como LNR.

Aunado a esto como medida de atencion a la zoonosis se crea la Red Nacional de
Laboratorios de Salud Publica de Vigilancia de Brucelosis la cual es una de las redes
primordiales para la vigilancia de la enfermedad, actualmente se encuentra

integrada por 31 laboratorios estatales de salud publica en todo el pais.

La poblacion en general se ve expuesta a esta enfermedad al momento de consumir
leche o productos derivados de estos que no se encuentren pasteurizados y que no

cuenten con un control de calidad.

Esta infeccion causa fiebres ondulantes, cefalea, sudoracién, pérdida de peso,

escalofrios, dolor general puede causar dafos en el higado y en bazo.

15



La mayor incidencia de casos de Brucelosis esta reportada en Oriente medio, Africa,
China, India, Peru y México, mientras que, en paises de Europa Occidental y Norte,

asi como Canada, Japon, Australia y Nueva Zelanda han logrado erradicarla.

Situacion en México.

En México la brucelosis es un padecimiento sometido a vigilancia epidemiologica y
de notificacion obligatoria a los sistemas de informacion oficial. El estudio de esta
enfermedad se inici6 en el afio de 1939 en el Laboratorio de Bacteriologia e
Inmunologia, del entonces Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales

(ISET), en 1985 se crea el Laboratorio de Brucelosis.

De acuerdo con datos obtenidos del 2022 el estado de Baja California Sur se
encuentra libre de Brucelosis y Sonora libre de brucelosis causada por especies
lisas. El 29.6% del territorio nacional se encuentra en fase de erradicacion
Campeche, Colima, Guerrero, Nayarit, Quintana Roo, Yucatan, Aguascalientes,
Baja California, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Puebla, Oaxaca

y Querétaro.?®

ESTUDIOS ZOOSANITARIOS

@ Control
Erradicacion

@ Libre

FECHA DE ULTIMA ACTUALIZACION: 11 DE FEBRERO DE 2022
DIRECCION DE CAMPANAS ZOOSANITARIAS SENASICA-SADER

Figura 7. Campafia nacional contra la brucelosis en los animales.
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Brucelosis

Femenino Masculino Total acumulado
371 224 595
Tabla 3. Vigilancia epidemioldgica de Brucelosis en humanos hasta la semana 30 del afio
2022.

FUENTE: SINAVE/DGE/Salud 2022. Informacién preliminar, incluye casos probables.
FUENTE: SINAVE/DGE/Salud 2022. Sistema Especial de Vigilancia Epidemiolégica, Informacion preliminar de casos confirmados.

San Luis Potosi

3%

Quintana
Roo 1%

4% 4% 10%

México ||
3%

Guanajuato
6%

Guerrero
9%

Ciudad de México
3%

Chiapas
3%

2% -
Tamaulipas . Jalisco
5% 11%
Sinaloa
8%
Puebla
5%

Baja California Sur

Michoacan
7%

Nuevo Ledn
5%

Oaxaca
5%

Grafica 1. Distribucidon Nacional del porcentaje de casos de Brucelosis en humanos
reportados hasta la semana 30 del afio 2022.

Prevenciéon y Control de la Brucelosis.
El plan nacional de control y erradicacién tiene por objetivo controlar y erradicar la

brucelosis en todo el pais y evitar el riesgo de la transmision a los humanos.

La vigilancia se basa principalmente en la deteccion de animales enfermos por
medio de pruebas seroldgicas y andlisis de leche, estas resultan de gran apoyo en
las campafias para la eliminacion de la enfermedad, sin embargo, la vacunacién por

17



si sola no logra combatir el problema es por ello que se deben implementar medidas
a la par de manejo sanitario y el diagnostico temprano y oportuno. Ademas de que
los productores y asesores deben ser conscientes del problema y aceptar la

identificacion de animales enfermos para su eliminacion.

En las zonas en donde la brucelosis es endémica se debe considerar la vacunacion
como método de prevencién. Cuando se esta cerca de eliminar la enfermedad se
debe optar por aplicar un programa de pruebas de diagndstico y sacrificios

sanitarios para erradicarla.

Vacunas utilizadas en campafia en México.

En México actualmente se colocan dos tipos de vacunas de manera indistinta, las

cuales son:

Cepa S19. Su morfologia es lisa y presenta cadena O del lipopolisacarido lo cual
explica la persistencia de anticuerpos post-vacunales en el suero por lo que dificulta
el diagnéstico de la enfermedad.

e Brucel-N-19. Conocida como dosis clasica contiene Brucella abortus cepa 19
cada dosis de 2 mL contiene 2-8x10%° UFC/dosis utilizada para la prevencién
Unicamente de becerras de 3 a 6 meses de edad.

e Brucel-R-19. Dosis reducida. Para hembras de 6 meses en adelante. Cada
dosis de 2 mL contiene 3x108 UFC/dosis a 3x10° UFC/dosis.

Cepa RB51. Es de morfologia rugosa y carece de la cadena O del lipopolisacérido,
esto permite la identificacion de animales vacunados de los infectados ya que no
induce a la presencia de anticuerpos que puedan ser detectados durante el
diagnostico serolégico, de tal forma que cualquier animal vacunado con esta cepa

gue presente un resultado positivo se debe considerar como un animal infectado.
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CADENA 0

grucelcl:o abortus
epa Campo
Cega 19 Bl

ANTIGENO
MUY
INMUNODOMINANTE

LIPIDO CORE

Brucella |
abortus
cepa

* RB51 |

Figura 8. Vacuna RB51y Cepa 19. %

Durante los 8 a 12 meses posteriores a la vacunacion los animales pueden salir
positivos a la prueba de tarjeta y rivanol. Los animales revacunados de manera

incorrecta pueden salir positivos a tarjeta y a rivanol negativo por varios meses.

Para la revacunacion se recomienda utilizar la misma vacuna, ya que al combinar
ambas vacunas causa un problema para el diagnoéstico ya que se dificulta la

diferenciacién entre animales vacunados y animales infectados.
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Técnicas de diagnostico de Brucella en leche.

A continuacion, se describen las técnicas utilizadas en un Laboratorio de Serologia

como parte del sistema de gestion de calidad.

Prueba de anillo en leche o Anillo de Bang.

Especificidad 56%

Sensibilidad 99% *°

Esta prueba pertenece a las pruebas indirectas para el diagndstico de Brucella en

leche, por lo que Unicamente se obtienen resultados presuntivos y no confirmativos.

Esta prueba fue disefiada en 1937 por Fleishauer, a pesar de ser una prueba
antigua en la actualidad sigue siendo una prueba de reconocimiento a nivel
nacional por lo que es utilizada como una prueba de apoyo para la deteccion de

ganado sospechoso enfermo. 6

Para el diagnostico de Brucella abortus en leche se requiere una muestra de leche
cruda y fresca de tanque o botes de recoleccion se podra tomar del hato completo
siempre y cuando no se rebasen los 900 animales, quedan rechazadas las muestras
de vaca recientemente vacunadas con cepa 19 ya que se pueden presentar

reacciones falsas positivas.

Es importante tomar en cuenta las siguientes consideraciones para evitar resultados

falsos positivos. 1718

e No debe efectuarse la prueba el mismo dia de la toma de muestra.

e No se realizan en muestras pasteurizadas ya que este procedimiento altera
los resultados.

e La homogeneizacion brusca puede romper los globulos de leche y no
permitira la formacién del anillo.
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e No es 6ptima para muestras de calostro, animales con mastitis, animales
cerca del periodo de secado.

Para esta técnica se requiere antigeno con las siguientes caracteristicas:

e Cepa 1119-3 de Brucella abortus, inactivada con fenol al 0.5%,
e Tefido con hematoxilinay pH de 4.0 a 4.3

e Concentracion celular al 4%

Este antigeno es distribuido a Nivel Nacional por PRONABIVE y aprobado por
SADER.

Figura 9. Presentacion del frasco de ABA Test Leche para 650 pruebas.>

Esta prueba cualitativa se fundamenta en la deteccion de anticuerpos Ig-M e Ig-A
aglutinante presentes en la leche de animales infectados, mediante una reaccién
antigeno-anticuerpo, que se visualiza por la formacién de un anillo color azul en la
superficie del tubo cuando se trata de una reaccién positiva, en la ausencia de estos

anticuerpos el anillo mantiene una coloracion blanca.

Es importante que previo al analisis hacer un ajuste de hato, para conocer el

volumen de muestra que se dispensara en cada tubo para esto se sigue la siguiente

tabla:
Numero de Animales Volumen de Leche
1-4 hacer un pool 1 mL
5-200 1mL
201-500 2mL
501-900 3mL

Tabla 4. Namero de vacas en el hato a probar. 2
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A continuacion, se describe el procedimiento para llevar a cabo la técnica.

>

Antigeno ABA Test Leche 4% >
Control Positivo, control Negativo

Recepcion y registro de
muestras electrénicamente.

v

Rotular tubos de ensaye

No. cliente, No.Detanque
y volumen de leche a

Se requieren muestras de leche cruda
y fresca de tanque o pool

dispensar.
Verificacion de Antigeno <“—
i
Colocar en 1 tubo de ensaye 3 mL de leche, en Colocar en 1 tubo de ensaye 3 mL de leche, en
otro 2mL y en el tercero 1 mL, se agregan 10 pL otro 2mL y en el tercero 1 mL, se agregan 10 pL
de suero Negativo y 30 pL de antigeno. de suero Positivo y 30 pL de antigeno.
| | No
Homogenizar los tubos y se incuban a 37°C
durante una hora.
Si ¢Aprobados?
Dispensar todas las muestras recibidas en tubos | I
de ensaye previamente rotulados.

!

Afadir 30 pL de antigeno a cada tubo y
homogenizar

}

Incubar a 37°C por una hora.

v

Realizar la Interpretacion de la prueba de
acuerdo con lo indicado en la NOM-056-ZO0-
1995.

}

Colocar los resultados obtenidos en la hoja de
trabajo electrénica.

v

Emision del Informe de
Resultados.

y

Figura 10. Diagrama de flujo anillo en leche.
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Resultados.
1+,2+,3+,4+ y resultado negativo.
Interpretacion de la prueba.

Cuando en una prueba se obtiene un resultado 1+, 2+,3+, 4+ se considera una
prueba Positiva, lo que evidencia una presuncion de ganado enfermo, por lo que se
recomienda tomar un muestreo de sangre de vacas sospechosas, por ejemplo,

vacas que hayan tenido abortos recientemente.

Si se envian los pool por corral y el resultado es positivo, entonces el muestreo de
sangre debe ser principalmente de los animales de ese corral y de animales que

hayan estado en contacto con estos para identificar los animales infectados.

Esta prueba al tener una alta sensibilidad, la probabilidad de obtener resultados

falsos negativos es muy baja.

Lectura Color del anillo y de la columna de la leche

- Anillo de color blanco y columna de color lila
1+ Anillo y columna de leche color morado tenue
2+ Anillo color morado més intenso que +y columna
medianamente coloreada
3+ Anillo color morado marcado y columna de tonalidad lila
4+ Anillo color morado intenso y columna de color blanco

Tabla 5. Interpretacion de la prueba de anillo en leche de acuerdo con el color del anillo
y al color de la columna. *8

Figura 11. Apreciacion de la interpretacion de la prueba de anillo en leche para resultado
negativo, 1+, 2+,3+, 4+,
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Técnicas de diagnostico de Brucella en suero.

Aunque bien es cierto que el método mas confiable para la identificacion de Brucella
spp.es el aislamiento en hemocultivo este procedimiento es lento y altamente
riesgoso para el personal que ejecuta la prueba, por esta razon es que el esquema
actual de diagnostico de brucelosis en México se basa en la utilizacion de técnicas

seroldgicas que identifican la presencia de anticuerpos en suero bovino.

De acuerdo con la NOM-041-ZO0-1995 “Campana Nacional contra la brucelosis en
los animales” las pruebas inmunoldgicas para suero establecidas y efectuadas por

el personal capacitado son la prueba de tarjeta, rivanol y fijaciéon del complemento.

El presente trabajo describe las técnicas de tarjeta o rosa de bengala, rivanol y
Fluorescencia polarizada como técnicas de apoyo para el diagnostico en muestras

de suero.

Técnica de Tarjeta o Rosa de Bengala

Especificidad 100%

Sensibilidad 94% *°

Esta es una prueba indirecta presuntiva perteneciente a las pruebas seroldgicas
dirigida para el diagnostico de Brucella abortus en suero de bovinos, esta prueba al
tener una alta sensibilidad sera dificil obtener un resultado falso negativo.
Actualmente esta es la prueba tamiz para deteccion de Brucella en suero a nivel

nacional.

Se fundamenta en la deteccién de anticuerpos IgG1 en el suero por medio de la
inhibicién de algunas aglutininas a pH bajo, estos anticuerpos se unen al antigeno

el cual posee las siguientes caracteristicas:

e Paquete Celular Brucella abortus cepa 1119-3
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e Concentracion celular al 8%
e pHde 3.6

e Tenfido con rosa de bengala en &cido lactico.

X

T gt

s -

S -
—

Figura 12. ABA Test Tarjeta al 8%.%

Para el diagnostico adecuado se requiere que las muestras se encuentren en
Optimas condiciones, por lo que se rechazaran muestras de suero turbias,
hemolizadas, congeladas, o muestras con residuos de heces esto con la finalidad

de evitar interferencias en la interpretacion de la prueba.

Figura 13. En el Niamero 1 se observa una reaccion positiva (+) en el nimero 2 una
reaccion negativa (-).

Resultados.

Positivo y Negativo.
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Interpretacion de la prueba.

Una reaccion positiva a rosa de bengala se identifica por la presencia de grumos
finos, puede variar la potencia de esta aglutinacion por lo que en ocasiones es mas
evidente, se requiere someter estas muestras a pruebas complementarias como

rivanol y fluorescencia polarizada.

Una reaccion negativa se caracteriza por la ausencia de estas particulas finas, por
lo que se reporta la muestra como negativa y no se realizan pruebas

complementarias.

Posterior al analisis, las muestras negativas se resguardan en el refrigerador a 4°C
durante 7 dias para cualquier aclaracion mientras que las muestras positivas se

colocan en el congelador y se resguardan durante 3 meses.

Esta prueba permite la obtencion de resultados en pocos minutos y de manera
sencilla, por lo que es considerada una prueba tamiz, puede presentar falsos

negativos sobre todo en infecciones de reciente evolucion.

A continuacién, se presenta la metodologia de la prueba:
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»

Antigeno ABA Test Tarjeta 8% —

Control Positivo y control Recepcion y registro de
Negativo muestras electrénicamente.
- » Las muestras hemolizadas no se
Centrifugaciénde tubosde | | analizan a esta prueba, debido a que
sangre. pueden generar interferencias.

Registro de identificacion de cada muestra en
hoja de trabajo fisica.

v
’ Verificacion de Antigeno ‘
[
Colocar en un cuadrante de la placa de vidrio 30
uL de suero Positivo a Brucella spp.

A

Colocar en un cuadrante de la placa de vidrio 30
UL de suero Negativo a Brucella spp.

N

I

v

Afadir a cada cuadrante 30 pL de antigeno ABA
Test Tarjeta.

|

Homogenizar con ayuda de un palillo de madera
abarcando una superficie circular de
aproximadamente 3 cm No

v

Realizar movimientos rotatorios de la placa de
vidrio durante 4 minutos.

v

Realizar la Interpretacion de la prueba de
acuerdo con lo indicado en la NOM-056-Z00-
1995.

v

Para el andlisis de las muestras se realiza el
mismo procedimiento colocando cada muestra
en un cuadrante diferente.

v

Colocar los resultados obtenidos en la hoja de
trabajo fisica. D

v

¢Aprobados?

Si

Para muestras con
resultado Positivo se
proceden a realizar las
pruebas Confirmativas.

Elaboracién y Emisién del Informe de
Muestras con Resultado Negativo.

v

Temperatura de trabajo
(23+4/-2°C).

Figura 14. Diagrama de flujo de Tarjeta o Rosa de bengala.
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Técnica de Rivanol

Especificidad 100%
Sensibilidad 97.8%*

Al obtener un resultado positivo a la prueba de tarjeta se procede a realizar la

prueba de Rivanol la cual es una prueba complementaria cualitativa y cuantitativa.

Para esta prueba es necesario utilizar Antigeno Aba Test Rivanol este reune las

siguientes caracteristicas

e Brucella abortus cepa 1119-3 inactivada con calor
e Concentracion celular del 4%.
e pH58a6.2

e Tefiido con una mezcla de verde brillante y cristal violeta.

-

Figura 15. Aba test Rivanol.>®

Para llevar a cabo esta prueba se requiere una solucién de lactato 2 etoxi-6-9-
diamino acridina también llamada solucién de rivanol esta viene incluida en el Kit
que distribuye PRONABIVE, esta solucion permite que precipiten la albumina e IgM

del suero, por lo que en el sobrenadante de un animal positivo Unicamente quedaran
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anticuerpos IgG (1y 2) los cuales aglutinaran con el antigeno de rivanol en un lapso

no mayor a 12 minutos.

El resultado se expresara en funcidon del titulo mas alto en el cual se observe
aglutinacion. Los resultados se clasificaran en sueros positivos 0 negativos. Se
consideran positivos todos los sueros de animales no vacunados que aglutinen en
cualquiera de las diluciones de 1:25 hasta 1:400. En el caso de animales vacunados

la aglutinacién en 1:50 o un titulo mayor se considerara positivo.

Esta prueba permite diferenciar entre los animales que se encuentran vacunados y
los infectados, para poder realizar esta prueba con animales vacunados con Brucel
N-19 y Brucel R-19 (cepa 19) se requiere que hayan transcurrido de 10 a 12 meses
después de la aplicacidén, mientras que los vacunados con RB51 la diferenciaciéon
puede realizarse en cualquier momento. El ganado vacunado con la cepa 19 puede
dar resultados positivos a la prueba de rosa de bengala y titulo de 1:25 en la prueba

de rivanol e inclusive un resultado negativo.

Por otro lado cuando los animales han sido vacunados con RB51 y alcanzan titulos
bajos como 1:25 o 1:50 puede indicar dos situaciones, la primera podria ser que
estdn comenzando con la enfermedad o que estan en contacto con animales
infectados y estan teniendo una respuesta secundaria por estar en contacto con la
bacteria, para confirmar o descartar la enfermedad se sugiere realizar un muestreo
nuevamente a los 28 dias, si el titulo aumenta es indicativo de que la enfermedad

esta presente en el animal y puede ser confirmado con una prueba de ELISA.

Para la ejecucion del analisis es necesario realizar diluciones como se indica en la

siguiente tabla:

80 uL 30 uL 1:25
40 pL 30 uL 1:50
20 pL 30 pL 1:100
10 pL 30 pL 1:200
5puL 30 L 1:400

Tabla 6. Preparacioén de diluciones para la interpretacion de la prueba de Rivanol.
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Figura 16. Prueba de rivanol primera columna muestra un resultado positivo hasta titulo
1:400, segunda columna resultado negativo.

Resultados:

El resultado se expresa como positivo, seguido del titulo del suero en que ocurre la

reaccion o negativo.

Interpretacion:

En animales no vacunados se considera positiva una aglutinacién en 1:25 y en
animales vacunados se considerara sospechosa, mientras que una aglutinacion a

partir de 1:50 se considera un resultado positivo.
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ABA Test Rivanol
Control Positivo, control

Negativo

Prueba de
Rivanol

|

Para las muestras Positivas a Tarjeta

Colocar en un tubo de ensaye 400uL de
Solucion de Rivanol y 400uL de los sueros

control.

l

En otro tubo colocar 400uL de solucion de
Rivanol y 400pL de la muestra.

v

Cronometrar 30 minutos y al final de este tiempo
centrifugar los tubos a 2000 rpm por 5 minutos.

v

Colocar en un cuadrante
de arriba hacia abajo
80pL,40pL,20pL, 10pL,
5uL del Control Positivo.

v

Colocar en un cuadrante
de arriba hacia abajo
80pL,40pL,20pL, 10pL,
5uL del Control Neaativo.

v

Colocar en un cuadrante
de arriba hacia abajo
80pL,40uL,20pL, 10pL,
5uL de la muestra.

A

Colocar 30uL de antigeno a cada cuadrante

I

Cronometrar 12 minutos y homogenizar la
solucién con el antigeno con ayuda de un
palillo de abajo hacia arriba.

A

Rotar la placa cada 6 minutos

.

Transcurridos 12 minutos colocar la placa de
vidrio sobre el aglutinoscopio para interpretar
la prueba.

v

Colocar resultados en hoja de trabajo y
reportar

Figura 17. Diagrama de flujo de Rivanol.

}

FIN
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Ventajas y desventajas de las técnicas seroldgicas descritas.

Es importante mencionar que todas las técnicas analiticas presentan ventajas y
desventajas, sin embargo, todas pueden ser de utilidad; la OIE recomienda utilizar
al menos dos pruebas diferentes una como prueba tamiz y otra como prueba

confirmatoria.

A nivel La NOM-04-ZO0O-1995 “Campana contra la brucelosis en los animales”
seflala las pruebas aprobadas para B. abortus, sin embargo, se siguen
desarrollando estudios para incluir nuevas técnicas en el futuro como la
fluorescencia polarizada. De manera internacional existen Organizaciones que

aprueban en el uso de algunas técnicas como es el caso de la OMS y la OIE.

A continuacién, se presenta tablas con las ventajas y desventajas de las pruebas

serologicas antes mencionadas.

Prueba Ventajas | Desventajas
Prueba economica. Para obtener un
resultado se debe
esperar 1 hora de
incubacién
Se requiere poco El resultado puede variar
reactivo para cada si hay cambios bruscos
prueba. de temperatura durante
la incubacion.
En una incubacion se Esta prueba no es apta
Anillo en leche pueden introducirenla | para leche pasteurizada
estufa varias pruebas.
Como se muestra en la Al ser una prueba de
tabla 3 esta establecido | observacion puede haber
un volumen de leche complicaciones al
especifico para el momento de realizar la
numero de vacas que lectura
conforman el pool. No esta indicada para
animales individuales.

Tabla 7. Ventajas y desventajas que brinda la prueba de anillo en leche.
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Prueba Ventajas _ Desventajas
Prueba rapida y Presenta falsos
econdmica

Rosa de Bengala o
tarjeta

negativos en animales
que comienzan con la
enfermedad

Se requiere poco
material

El antigeno es distribuido
a nivel nacional
Gnicamente por

PRONABIVE por lo que

puede haber desabasto.

Posibilidad de trabajar
muchas muestras en un
dia.

El antigeno se deteriora
facilmente a los cambios
constantes de
temperatura.

Se requiere poca
cantidad de muestra.

En animales vacunados
con cepa 19 puede
haber falsos positivos.
Puede dar falsos
positivos en reacciones
cruzadas con bacterias
como Salmonella spp.,
E.coli, Yersinia spp. y
Pseudomonas spp.

Tabla 8. Ventajas y desventajas que brinda la prueba de rosa de bengala.

Prueba Ventajas "~ Desventajass |
Prueba rapiday Presenta falsos
economica. negativos en animales
gue comienzan con la
enfermedad
Se requiere poco El antigeno es distribuido
material. a nivel nacional
Gnicamente por
PRONABIVE por lo que
Rivanol

puede haber desabasto.

Permite diferenciar
animales infectados de
animales vacunados con
RB51.

El antigeno se deteriora
facilmente a los cambios
constantes de
temperatura.

En animales vacunados
con cepa 19 puede
haber falsos positivos.

Tabla 9. Ventajas y desventajas que brinda la prueba de rivanol
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Fluorescencia polarizada.

Especificidad 99.8%
Sensibilidad 98.7%%’

Esta técnica es utilizada para la deteccion de Brucella en suero, es cuantitativa y se
requiere de un equipo para realizarla este determina anticuerpos de Brucella abortus
en suero, plasmay leche de bovinos, la presencia de estos anticuerpos es indicativo

de una infeccién actual o reciente.

El equipo utilizado es SYNERGY 2 el cual mide la fluorescencia emitida por el
conjugado que esta compuesta por un polisacarido-O (OPS) extraido de la bacteria
Brucella abortus y marcado con fluoresceina. Cuando el anticuerpo no esta presente
la polarizacion es baja y se incrementa cuando los anticuerpos se unen al

conjugado.

El conjugado OPS-fluoresceina es de tamafio relativamente pequefio y puede rotar
libremente en solucién, esto da como resultado un valor de polarizacién bajo cuando
se mide. Si estan presentes anticuerpos especificos de OPS, se uniran a OPS y
haran que el complejo de moléculas sea mucho méas grande. Esto, a su vez,

aumenta el valor de polarizacion.

Marcador no unido
Rotacién {‘( /
i e— | rapida ] WAE
Luz de e{cmtamon > . Luz de emision
polarizada i - \\ despolarizada
Marcador unido a una molécula grande

Rotacién

Luz de excitacion =——» ~——» Luz de emisién
< — lenta em— %
polarizada —_— s polarizada

Figura 18. Fundamento de fluorescencia polarizada.*®
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El Synergy 2 se controla mediante el software de analisis de datos Gen5 ademas
de controlar al lector, el software es capaz de realizar calculos de polarizacion,
validacion de ensayos, informar resultados de ensayos y generar un informe
codificado por colores que identifica facilmente resultados de muestras positivos y

negativos.

Figura 19. Equipo SYNERGY 2.

Para llevar a cabo la técnica se requiere de placas de 96 pozos de los cuales, los 4
primeros pozos corresponden a los controles del Kit, se colocan 3 controles
negativos en las coordenadas Al, B1 Y C1y 1 control positivo en la coordenada D1
a partir de la coordenada E1 y hasta F12 se colocan las muestras identificando
perfectamente la muestra que se coloca en cada pozo cada uno presenta una
coordenada, mientras que en G12 se coloca el control interno positivo y en H12 el

control interno negativo.
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Control (-) ==
del kit

Control (+)
del kit
Muestras

< Control (+) interno

Control (-) interno

Figura 20. Placa de 96 pozos para la prueba de FP.

Para verificar si el ensayo tuvo las condiciones ideales y fue realizado de manera
correcta los valores de los controles negativos deben ser oscilar entre 70 y 95mP

mientras que para el control positivo se obtienen valores 2120 mP y hasta 250 mP.

Cada muestra estarda identificada con una coordenada y en el programa Gen 5 de

Biotek aparecerd el valor obtenido (mP) para cada muestra por coordenada.

El tiempo aproximado para obtener resultados de una placa completa que incluye
90 muestras es de 20 a 25 minutos aproximadamente esto significa una gran ventaja

para esta prueba.

Existen otro tipo de lectores de baterias que son utilizados para andlisis de campo

y leen un tubo a la vez

Interpretacion de resultados.

RESULTADO VALOR (mP)
POSITIVO 2120

[ NeeAatVO [~ <120

Tabla 10. Interpretacion de los resultados de acuerdo con el valor obtenido por FP.
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Beneficios que otorga la prueba:

e Método rapido, simple y preciso.

e Método automatizado

e Aprobado por la OIE y USDA.

e Método moderno.

e No requiere pasos repetitivos, ni lavados.

¢ No detecta anticuerpos resultantes de la vacunacién con cepa 19, por lo

gue evita falsos positivos en animales vacunados con esta cepa.

Reactivo Caracteristicas
Control Positivo Suero bovino positivo a Brucella abortus
Control Negativo Suero bovino negativo a Brucella spp.
Diluyente de muestra 10x Mezcla de sustancias en agua ultrapura
Contiene polisacarido O(OPS) extraido de Brucella
Trazador abortus marcadas con fluoresceina con azida de

sodio como conservante.
Tabla 11. Reactivos contenidos en el Kit de fluorescencia polarizada.

Requisitos

El Kit debera almacenarse a una temperatura de 2 a 8°C y se deberé evitar que el

control negativo del kit se encuentre a temperaturas superiores a los 25°C.

Para que el equipo funcione de manera correcta la temperatura interna del Synergy

2 debera ser menor a los 25°C.

Para realizar la prueba es importante dejar que la muestra coagule y se separe el
suero, se pueden utilizar muestras congeladas siempre y cuando no sean de
congelacion repetida y al momento de dispensar la muestra este perfectamente
homogénea y descongelada, la prueba evita el uso de muestras hemolizadas y/o
muy turbias. Para analisis de leche se deben evitar las muestras de calostro.es
importante mencionar que cada equipo y/o kit presenta sus propios requisitos y

pueden variar de unos a otros.
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Equipo Bioteck

Buffer FP 1X. Buffered FPA
(Trazador)

Control Positivo, Control Negativo

v

Colocar en una placa negra
de 96 pozos en la
coordenada Al, B1yC120
uL de Control Negativo.

v

Colocar en la coordenada
D1 20ul de Control
Positivo.

Figura 21. Diagrama de flujo de fluorescencia polarizada.

!

A partir de la coordenada E1 colocar 20uL de

muestra.
}

v

Llenar lineas del equipo con 1200pL de Buffer
y 1100pL del Trazador.

v

Seleccionar cuantas lineas necesita dispensar el
equipo.

}

Escribir No de placa, fecha y analista.

l

Colocar la placa en el lector.

v

Dar clic en Iniciar, dejar el equipo trabajando. El
lector expulsara la placa cuando haya
terminado.

v

Recopilar los valores emitidos por el equipo.

¥

Los valores mayores a 120 mP seran
considerados como Positivos.

.

Colocar los resultados obtenidos en la hoja de
trabajo fisica.

!

FIN
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Negativo

Brucelosis

Prueba presuntiva

Negativo

v

1:25 para
vacunadas/
Sin
aglutinacién

Tarjeta o

Rosa de Positivo
Bengala

Pruebas confirmatorias

1

Positivo

v

Titulos 1:25,
1:50, 1:100,
1:200, 1:400

Positivo
\ 4
2120
Negativo
<120

Entrega de resultados

v

Figura 22. En manera de resumen se presenta un algoritmo para el diagnéstico
seroldgico de Brucelosis para muestras de suero.
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Seguimiento de muestras con resultado positivo a pruebas serolégicas.

Los animales que se hayan diagnosticado con Brucelosis iniciaran una investigacion
epidemiologica, se deberan muestrear los hatos colindantes, asi como aquellos
animales y hatos que hayan estado en contacto con el o los animales positivos en
un lapso de 60 a 90 dias después de la prueba inicial para identificar otros animales
enfermos o en su defecto constatar que el hato se encuentre libre de la enfermedad.

En caso de resultar animales confirmados estos deben ser aislados y ser
sacrificados en un rastro autorizado por la secretaria en un periodo de 3 a 10 dias
después de la comunicacion de los resultados. A su vez se debe realizar la limpieza

y desinfeccién de las instalaciones.

Otras técnicas de diagnéstico.

La brucelosis en una enfermedad que se da en todo el mundo y es de notificaciéon

obligatoria en la mayoria de los paises.

Para la prevencion y la erradicacion de la enfermedad se ha recomendado el
monitoreo de los animales por medio de pruebas serolégicas y la vacunacion en
zonas con alta prevalencia, asi como la eliminacion de los animales confirmados.
En los paises en los que no se puede erradicar o llevar a cabo la vacunacién se
debe centrar en la prevencion de la infeccién en los humanos, higiene ocupacional,

inocuidad alimentaria y seguridad en los laboratorios.

La pasteurizacion de los productos derivados de la leche es una estrategia para
evitar la transmision de los animales a los humanos, asi como evitar el consumo de

alimentos que no pasteurizados.
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud.

e Serecomienda realizar un aislamiento de Brucella spp en muestra de sangre.
e Prueba rosa de bengala, es util para la deteccion sin embargo hay que
comprobar con otras técnicas de aglutinacion en suero que deberan tomarse

después del inicio de los sintomas en el animal.
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También pueden utilizarse las siguientes técnicas:

Prueba de fijacion del complemento.

Determina los titulos fijadores de complemento contra cepas lisas de Brucella spp,
es aprobada por la OIE por su alta sensibilidad y especificidad ademas se considera

la prueba de referencia internacional.

La cual es la prueba mas sensible y especifica para el diagnostico de brucelosis sin
embargo requiere de mucho tiempo para realizarla y de mayor cantidad de material,
se clasifica como una prueba poco accesible, por lo que es recomendada como
prueba de confirmacion ante resultados sospechosos en la prueba de tarjeta y

rivanol.

Esta prueba es utilizada para el diagnéstico de ganado bovino, ovino, caprino

equino, suino y de igual modo para humanos.

Prueba de PCR multiplex (Bruce ladder).

Presenta una alta sensibilidad, ademas permite identificar cuando una enfermedad

se encuentra activa y la logra distinguir una etapa temprana de la misma.

Esta prueba permite diferenciar las especies de Brucella incluyendo la cepa S19y
RB51.

La PCR de ADN de cepas de Brucella abortus amplifico 5 fragmentos 1.682, 794,
587, 452 y 152 pb de tamafo, la PCR con ADN de B. abortus no produjo el
fragmento 587 pb mientras que B. abortus RB51 se distinguio por la ausencia de los
fragmentos 1.682 pb y 1.320 ademas presento un fragmento adicional 2.524 pb.

Prueba de ELISA

Ha sido la prueba prescrita por la OIE como prueba confirmatoria a nivel
internacional presenta una sensibilidad del 97.5% y 99.8% de especificidad sin
embargo tiene como desventaja la utilizacion de equipos especializados, insumos

costosos y alta capacitacion para el personal.®’
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Detecta anticuerpos frente a Brucella abortus en muestras individuales o mezcla de

hasta 10 muestras individuales en leche, plasma y suero de bovino.

Las placas de poliestireno se encuentran tapizadas con un antigeno. Las diluciones
de las muestras se incuban en los pocillos de dichas placas. Si existe un anticuerpo
especifico frente a Brucella abortus se une al antigeno y forma un complejo
antigeno-anticuerpo. Las inmunoglobulinas no unidas en la reaccion con el antigeno
se eliminan en los procesos de lavado, posteriormente se afiade un conjugado el
cual es susceptible de unirse a los anticuerpos que formaron el complejo con el
antigeno de Brucella abortus. La intensidad del color desarrollado es directamente

proporcional a la cantidad de anticuerpos frente a B. abortus presente en la muestra.

Esta prueba tiene la ventaja de distinguir animales vacunados con la cepa S19 de

animales infectados.
Para llevar a cabo la prueba se deben seguir algunas recomendaciones como:
No mezclar reactivos de diferentes lotes.

Dejar los kits fuera del refrigerador de 2 a 3 horas hasta que alcancen la temperatura
ambiente, asi como mantener las placas en su bolsa sellada hasta el momento del

analisis.

Monitorear de forma continua la temperatura del laboratorio cuidando de no superar
los 25°C.

Utilizar la técnica de pipeteo estandar para la preparacion de diluciones y pipeteo

inverso para la adicion de reactivos.

Cerciorarse de la calidad del agua, utilizar Gnicamente agua destilada para evitar

contaminaciones.
La incubacion de las placas debe ser realizadas en el tiempo mas preciso posible.
Cabe resaltar que el procedimiento varia de acuerdo con el Kit utilizado, por lo que

se deberé seguir el inserto.
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Medidas de prevenciéon contra la Brucelosis en humanos como parte del

control de calidad de la leche.

Pasteurizacion.

Como una medida de prevencion contra la brucelosis en humanos adquirida por
ingerir productos contaminados con Brucella spp. se utiliza el método de
pasteurizacion y ultrapasteurizacion este procedimiento se monitorea como parte
del control de la calidad en alimentos y su objetivo es eliminar por completo Brucella
spp.es por ello que se ha hablado sobre que consumir alimentos no pasteurizados
es un riesgo para la salud por la probabilidad de que estos se encuentren

contaminados.

La leche debera someterse a un tratamiento térmico con temperatura y tiempo
determinados con la finalidad de garantizar su inocuidad independientemente de
cual sea su uso posterior. La pasteurizacion ademas permite que la fecha de
caducidad sea de 7 dias aproximadamente, para limitar el crecimiento de
microorganismos estos productos requieren estar refrigerados durante su
distribucién y almacenamiento, mientras que el proceso de ultrapasteurizacion
permite extender la fecha de caducidad hasta por meses y Unicamente requiere

refrigeracién después de abrir el envase.

La leche y los productos derivados de esta segun la NOM-243-SSSA1-2010.
Productos y servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y derivados
lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba sefiala los

parametros ideales para llevar a cabo el proceso de pasteurizacion.

Proceso Temperatura Tiempo
Pasteurizacion lenta 63°C 30 minutos
Pasteurizacion rapida 72°C 15 segundos
Ultrapasteurizacion/esterilizacion 135 a 149°C 2-8 segundos

Tabla 12. Temperatura y tiempo de procesos térmicos aplicados a la leche.
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Limites permisibles de microorganismos y toxinas en leche cruda.

De acuerdo con la NOM-243-SSSA1-2010 los productos como leche, formula
lactea, producto lacteo combinado, pasteurizados y deshidratados no podran
rebasar los siguientes limites permisibles de microorganismos ya que representan
un riesgo para la salud, dentro de los laboratorios de la industria de alimentos como
parte de la calidad deberdn de realizarse los andlisis pertinentes para la
identificacion y cuantificacidon de estos microorganismos. De ninguna manera se
podra poner en riesgo la integridad del consumidor, el control de calidad tiene como

objetivo garantizar que el producto final ha sido cuidado en cada proceso para

obtener un producto inocuo.

Microorganismo/toxina Limite maximo
<20 UFC/g o mL
En punto de venta.
<10 UFC/gomL
En planta.

<10 UFC/g o mL

Ausente en 25g o mL

<3 NMP/g o mL

Ausente en 25g o mL

Ausente en 25g o mL

Negativa

Negativa

Tabla 13. Limites maximos de microorganismos y toxinas para leche y sus derivados.

44



Principales &reas de oportunidad detectadas en el &rea donde desempefie mi
funcion profesional

El laboratorio en el cual me desemperie contaba con espacios reducidos para todas
actividades que debian que realizarse, en ocasiones no era suficiente el espacio
para resguardar tantas muestras durante el periodo de almacenaje que se derivaba

posterior a la emision de resultados.

El laboratorio cuenta con infraestructura para realizar técnicas con mayor sensibilidad
y especificidad para el diagnéstico de Brucella spp. en el laboratorio, sin embargo,

se tendria que considerar que los tiempos de respuesta para la emision de resultados
serian mayores debido a que hay técnicas que llevan mas tiempo para la preparacion
de la muestra, tiempo de analisis e interpretacién de resultados por lo que se

tendrian que ajustar los tiempos de respuesta en caso de realizar nuevas técnicas.

Conclusiones.

Existen diferentes pruebas que apoyan al diagnostico de la Brucella sin embargo no
se debe considerar utilizar una Unica prueba ya que existen reacciones falsas
positivas debido a que existen bacterias Gram (-) que pueden generar reacciones
cruzadas o bien obtener un resultado positivo por la vacunacién cuando con la cepa
S19 asi como obtener reacciones falsas negativas por el uso de pruebas de baja
sensibilidad, infecciones tempranas o tardias la OIE recomienda utilizar al menos

dos pruebas una como tamiz y otra como prueba confirmatoria.

La prueba de fluorescencia polarizada es una buena opcion para utilizarse como
prueba confirmatoria ya que presenta una alta sensibilidad y permite discriminar
animales vacunados con cepa S19 de animales infectados, ademas de ser una
prueba rapida que no requiere pasos repetitivos ni lavados y requiere una pequefa

cantidad de muestra.
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La prueba de ELISA es la prueba confirmatoria recomendada por la OIE y la mas
utilizada a nivel mundial, presenta una alta sensibilidad y especificidad sin embargo
requiere de equipo especializado, insumos costosos, personal altamente capacitado

ademas de que requiere mas tiempo para realizarse la prueba.

Para lograr la erradicacion de la enfermedad se requiere que se sigan los protocolos
y la normatividad que aplique en los ranchos como implementar un programa de
vacunacion, asi como del monitoreo de los animales, separar animales que han

resultado positivos y muestrear animales que pudieron estar en contacto

El laboratorio de calidad dentro de las industrias es un pilar fundamental que
proporciona datos importantes durante todos los procesos para toma de decisiones,
para ello es esencial apegarse a la normatividad y trabajar conforme a los

procedimientos y en cuanto haya una modificacion realizar los cambios pertinentes.

Para garantizar la veracidad de un resultado emitido ademas de apegarse a los
procedimientos, en primer lugar, el profesional debe asegurarse que la muestra
es idonea es por ellos que se debe contar con personal capacitado para
cada una de las actividades que se ejecuten en el laboratorio, deberan ser
evaluados con pruebas de aptitudes de forma periédica, se requiere tener
todos los equipos e instrumentos calibrados y con mantenimiento en tiempo
y forma, conservar las muestras y reactivos de forma adecuada, estos
ultimos deberan verificarse previo a trabajar con muestras , las auditorias
internas son una herramienta que permite identificar desviaciones en los
procedimientos para ser corregidas de manera oportuna, se debe tener
presente que la mejora continua forma parte del sistema de gestion de
calidad.

El BQD por su formacion académica tiene todas las herramientas para poder
desempeniarse en varias areas, los profesionales que laboramos en empresas con
Sistema de Calidad implementado tenemos una gran responsabilidad, trabajar en
cada proceso de manera eficiente y eficaz con la finalidad de aportar y a su vez
mejorar nuestras habilidades y conocimientos en cada uno de los procedimientos
gque desarrollamos.
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Glosario

Aglutinacion. Es la interaccion entre un anticuerpo y una particula antigénica que

se visualiza por la formacion de agregados o grumos.

Anticuerpo. Es una proteina que se encuentra en el plasma, la cual es sintetizada

por los linfocitos B en respuesta a la introduccién de un antigeno.
Antigeno. Sustancia que puede inducir una respuesta inmunitaria.

Aseguramiento de Calidad. Acciones coordinadas por parte de todas las areas de
una Empresa para ratificar que el servicio o producto brindado satisface las

necesidades del Cliente.

Calidad. Conjunto de caracteristicas de una entidad que le confieren la aptitud para

satisfacer la necesidad del Cliente.

Control Negativo. Suero preparado con muestras de valor conocido Negativo a

Brucella spp, utilizado para probar la validez de la prueba.

Control Positivo. Suero preparado con muestras de valor conocido Positivo a

Brucella spp, utilizado para probar la validez de la prueba.

Diagnostico. Analisis de datos para evaluar y lograr distinguir cierta condicion.
Endémico: Que afecta una regién en especifico o pais.

Erradicacién: Eliminacion definitiva de Brucelosis.

Especies lisas: Se refiere a las especies de Brucella spp. que forman colonias lisas

las cuales son: B. abortus, B.melitensis y B. suis.

Especies rugosas: Se refiere a las especies de Brucella spp. que forman colonias

rugosas como: B. ovis y B. canis.

Especificidad: Tasa de verdaderos negativos. Cuanto mayor sea este nimero mas
sanos seran diagnosticados adecuadamente, el valor de los falsos positivos sera

menor.
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verdaderos negativos (no infectados)

Especificidad: x100

verdaderos positivos+falsos negativos
Hato. Conjunto de animales de ganado.
Hemoalisis. Proceso de destruccion de los eritrocitos.

Incidencia. Casos nuevos que se presentan en una poblacion en un tiempo

determinado.

Inocuidad: Ausencia de contaminantes, toxinas, adulterantes y cualquier sustancia

gue pueda ser nociva para la salud.

Leche. Sustancia liquida y blanca que segregan las hembras de los mamiferos para

alimentar a sus crias y esta compuesta principalmente por caseina y lactosa.

Mezcla homogénea: Mezcla en la cual su apariencia y su composicion son

uniformes. Los componentes no pueden distinguirse entre si a simple vista.
Pool. Mezcla formada a partir de varios sueros.

Prevalencia: Porcentaje de la poblacién que se encuentra enferma al momento de

evaluar un padecimiento en una poblacion.
Riesgo: Probabilidad de contraer la enfermedad.

Sensibilidad: Tasa de verdaderos positivos. Cuanto mayor es el valor de la
sensibilidad mas enfermos seran diagnosticados adecuadamente, el valor de los

falsos negativos sera menor.

Sensibilidad: verdaderos positivos (infectados) x100
“verdaderos positivos+falsos negativos

Sistema de gestion de calidad. Conjunto de Normas y Procedimientos que se
deben seguir para controlar a una Organizacion con la finalidad de cumplir con las

necesidades del cliente.

Suero. Componente de la sangre resultante tras permitir la coagulacion de ésta y

eliminar el coagulo resultante.
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Trazabilidad/rastreabilidad: Capacidad de mantener identificados todos los

elementos inmiscuidos durante los procedimientos.

Verificacion. Comprobacion del adecuado funcionamiento del Antigeno y de los

Controles.

Zoonosis. Enfermedades que se transmiten entre animales vertebrados y

humanos.
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