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L aboratorio de Zoonosis S.L.P.

San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos

» ORGANIZACION DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS
DE BRUCELOQOSIS.

* LINEAMIENTOS DE LABORATORIO DE BRUCELOSIS

* Recepcidon, manejo y envio de muestras.

» DIAGNOSTICO POR LABORATORIO.

* Tipo de muestra.
« Meéetodos de diagnastico.

 Diagnostico seroldgico:
a) Aglutinacion con Antigeno Rosa de Bengala.
b) Aglutinacion estandar en microplaca (SAT).
c) Aglutinacion en microplaca con 2- Mercaptoetanol (2-ME).

 Diagnostico Bacterioldgico
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DE BRUCELOSIS:

Laboratorios de Diagnéstico de Brucelosis (LESP)
« 31 laboratorios del pais. \ I

« EID.F no cuenta con _
Laboratorio Estatal. \}

I Laboratorios Jurisdiccionales I

<
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TomA, ENvioY REcepciON DE MIUESTRAS:

e Para personas con * En viales o tubos de
sintomatologia plastico.
sospechosa. e Con estudio
e Con antecedentes de epidemiolégico del
:esg_o e paciente.
([ ]
roviene zona endémica e Debidamente
identificada.

e Traslado de acuerdo
al Sistema Basico
de Triple Embalaje.

: RECEPCION DE
TOMA DE MUESTRA ENVIO DE MUESTRA ST

e Rechazo si no
cumple con los
criterios de
aceptacion.



Servicios
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LINEAMIENTOS

Un Gobierno para Todos
OBIERNO DEL ESTADC 009 - 201°

Toma, ENvio Yy REceEpciON DE MIUESTRAS:

MUESTRA CRITERIOS DE ESTANDAR
CLINICA ACEPTACION CRITERUE BIE RECAZ DE SERVICIO

PRUEBA

* Volumen minimo de 2.0

mL Volumen menor a 2.0 mL  Diagnéstico 3

: L * Muestra derramada, vial dias.
* No hemolizada, ictérica, . )
Rosa de : D vacio o roto, hemolizada,
contaminada, lipémica. e :
bengala . . ictérica, contaminada, Control de
Doy  ldentificacion legible. oL :
Aglutinacion Suero : ) Ay lipémica. Calidad 4
) Estudio epidemiologico. e g )
estandar y :  ldentificacion ilegible. dias.
* Muestra refrigerada (2- : :
2-Me 8) °C * Sin Estudio
. Oficio de solicitud de Epidemiolégico Z0oonosis
« Sin solicitud de estudio 24 horas

estudio.
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TomA, ENvio Y REcepcioN bE MUESTRAS: FLEBOTOMIA

Paso 1:
Lavese bien las manos

antes de iniciar el

\ procedimiento.

Paso 2:
Retna todos los

k materiales necesarios.

Paso 3:
Péngase los
guantes.

Paso 4:
Utilice un torniquete para que las

Qenas sean mas accesibles.
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San Luis Potosi | de Salud

Un Gobierno para Todos

TomA, ENvio Y ReEcercioN DE MUESTRAS: FLEBOTOMIA

5 =)

Paso 5: v
Aplique el torniquete alrededor del - n
antebrazo, de tres a cuatro pulgadas por Pas_o 6_' Utilice un angulo de 15%e
encima de la zona de insercion. No deje Palpe y limpie el inserte la aguja de 2-4
\ colocado el torniquete por mas de 60 \ sitio. \\ pulgadas en la vena.
segundos. \\ N

Paso 9:
Retire la agujay aplique Paso 8:

presién con una gaza, y Retire el torniquete y

\\ aplique una curita. " deje que el tubo se 7
\\ llene.
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GOBIERNO DEL ESTADO 200 201°

TomA, ENvioy REcepciON DE MUESTRAS: TRIPLE EMBALAIJE

o Tapadera

Tubo primario Material absorbente

Lista detallada

Embalaje del contenido

secundario T

Envase exterior

Signo
orientacion
paquete

Marca
especificaciones

Naciones Unidas
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: PR | <y

Un Gobierno para Todos
GOBIERNO DEL ESTADO 2009 2015

MEtopos DE DIAGNOSTICO:

Aislamiento en medios de
cultivo.

METODOS

DIRECTOS

Amplificacion del genoma por
reaccion en cadenade la
polimerasa (PCR).
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: sericios

Un Gobierno para Todos
GOBIERNO DEL ESTADO 2009 - 2015

MEtopos DE DIAGNOSTICO:

Aglutinacion de bacterias tenidas con
rosa de bengala.

METODOS

Aglutinacion de bacterias no teiidas

INDIRECTOS

Aglutinacion de bacterias no teinidas
en presencia de un agente reductor (2-
ME).

ELISA, Coombs, Brucela Capt.
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

Un Gobierno para Todos

DiaGNOsTICO SEROLOGICO:

« Los métodos  seroldégicos  son
Importantes en enfermedades cuyo
agente etiologico no es facil de aislar.

 El hallazgo de anticuerpos especificos
proporciona la evidencia de que ha
ocurrido la infeccion.



DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

Un Gobierno para Todos
EL ESTADO 2009 (

GOBIERNO D

Servicios
de Salud

ALGcorITMO DE DIAGNOSTICO SEROLOGICO:

ALGORITMO DIAGNOSTICO

LBRU Perfil serologico de la brucelosis
CLAVE - 1B5563007

[ Suero o LCR

Prueba
Presuntiva (Rosa
de bengala)

Negativo

Negativo

Confirmatorias (SAT
y 2-mercaptoetanol)

Positivo

Revision &

Indeterminado

impresion de
resultade

\_{'

Conservacion de sueros
positives en congelacion

ESTANDAR DEL SERVICIO 3dias

POSITIVO

SAT: Titulo mayor oigual a 1; 80
2-ME: Cualquier titulo
INDETERMINADC

SAT: Titulo menor a 1:80
NEGATIVO

Ausenda de anticuerpos

Figura. 3. A]goritmn para el diagnéstico serolégico de Brucelosis
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

Un Gobierno para Todos

DiaGNOSTICO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN PLaca coN Rosa DE BENGALA.

« Es un método confiable.

* Prueba cualitativa que puede usarse como prueba tamiz para:

« Seleccion de individuos sospechosos por datos clinicos o
epidemioldgicos.

» Aceptacion o rechazo de posibles donadores de sangre.
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

Un Gobierno para Todos

DiaGNOsTICO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN PLaca coN Rosa DE BENGALA.

- El antigeno es una suspension celular tefiida con
Rosa de Bengala y estandarizada a una
concentracion celular del 8 -12% para humanos.

« pH: 3.65

 Cepade B. abortus 99S 0 1119-3 (en fase lisa
Inactivada)

» Especificidad: 99%

 Sensibilidad: 90%
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: Som s Poter
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Servicios
de Salud

DiaGNOsTICO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN PLAcA coN Rosa DE BENGALA.

PROCEDIMIENTO !
(N

30 mL 30 mL
Muestra o Reactivo
Controles Rosa de

' Bengala

Homogenizar

"

Aqgitar por 4
minutos

at

Leer

16
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: | ...

San Luis Potosr
Un Gob ierno pa a Todos

DiagNOsTIco SEROLOGICO: AGLUTINACION EN MicropLaca SAT v 2-ME.

* Prueba estandar o SAT.

Solucioén salina fenolada al 0.5% —— | T
' D PN NN
» Prueba 2 —Me (IgG). PR R SN
'Y G NN e
Ager;te reductor 2 mercaptoetanol (2-Me) al WAL OO s
0.71% O DTOIOLD L (O 97
LSOLEPLILN N N LNV [ [0 1O 1o '
o Antigeno blanco. AR AT AT A PN NP T T 1

Diluido 1:10 en S.S fisioldgica. e e il NFG
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DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos

DiagNOsTICO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN Micropraca SAT v 2-ME.

PN PN P P P

100pL 100pL 100uL  100pL 100pL 100pL
Mezclar
180 pL

+

v

20 pL de suero 100pl

0 controles

solucién diluyente
pozos

Solucidn diluyente : Solucién Salina Fenolada. 0.5% (SAT)

2- Mercaptoetanol al 0.71% (2-Me)



DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

§ i R Lyl A R W Servicios
San Luis Potosi | de Salud

Un Gobierno para Todos
GOBIERNO DEL ESTADO 2009 - 2015

DiaGgNOsTIcO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN MicroprLaca SAT.

Es un meétodo cuantitativo que
identifica inmunoglobulinas de las
clases IgM, IgG e IgA.

19


http://www.google.com.mx/url?url=http://es.wikipedia.org/wiki/Placa_microtituladora&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=F5NNVIC0JYm3yQTeooKIBg&ved=0CCQQ9QEwCA&sig2=EVfpLfYfRniL9e5tW1LnzA&usg=AFQjCNEn1d2Z7MgprFWOrLhqBBpAh9y4yg

DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos

DiaGNOsTICO SEROLOGICO: AGLUTINACION EN MicropLaca 2-ME.

Es un método cuantitativo que identifica
iInmunoglobulinas de las clases IgG.




DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: R | <cic:

San Luis Potosi | de Salud
Un Gobierno para Todos
GOBIERNO DEL ESTADO 2009 2015

DiaGNOsTICO SEROLOGICO: Lectura Maty 2-ME.

NEGATIVO

POSITIVO

21



DIAGNOSTICO POR LABORATORIO: i

B i Gy Servicios
San Luis Potosi | de Salud
Un Gobiern

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Posibilidades

Rosa de bengala

Interpretacion del Resultado
SAT 2-ME resultado reportable
Positivo Titulo = 1:80 Negativo Infeccion en etapa inicial Positivo
Positivo Titulo = 1:20 Titulo = 1:20 Infeccion de curso Positivo
prolongado
Positivo Negativo Titulo = 1:20 Revisar técnica Repetir el andlisis
Repetir el estudio, si CasNoep;(:il\)/zble
Positivo Negativo Negativo continGia negativo se 9
descarta brucelosis? :
(Indeterminado)
Negativo Negativo Negativo Sin infeccion Negativo
> Lo Caso probable?
Positivo Titulo < 1:40 Negativo IS NG G E

control de tratamiento

(Indeterminado)
L. La aglutinacién estandar en tubo (SAT) es equivalente a la microaglutinacién en placa (AMP).

2, La primera muestra se reporta como caso probable y se solicita nueva muestra en 15 dias; de
continuar el rosa positivo y confirmatorias negativas el resultado se considera negativo.

3, El primer resultado se reporta como caso probable y se pide nueva muestra en 15 dias para repetir

el estudio, en caso de mantenerse el resultado se reporta como caso probable y el resultado queda a criterio del médico tratante.
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos

Tipo DE MIUESTRA:

Sangre total Hemocultivo

Liquido cefalorraquideo { “‘

| Aguija espinal{_ | ,“‘.A‘ N‘r
=) I
Medula Osea, Ganglios Linfaticos (Biopsias) Liquido Cefalorraquideo

23



DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
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San Luis Potosi
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Servicios
de Salud

MEDIOS ENRIQUECIDOS

-GS, TSA, AB.

MEDIO MUY ENRIQUECIDO

- Medio Bifasico de Ruiz Castaneda

MEDIO SELECTIVO

- Farell
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

DIFICULTADES PARA EL AISLAMIENTO

PERIODO DE INCUBACION VARIABLE Y DE
COMIENZO INSIDOSO

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES COMPLEJOS
SE ENCUENTRA EN PEQUENO NUMERO EN
CIRCULACIONSANGUINEA'Y DE MANERA
INTERMITENTE

EMPLEO DE ANTIBIOTICOS PREVIO AL CULTIVO

CONDICIONES DE ESTRICTA ASEPSIA

San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO e | .
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Mc Conkey
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Toma de muestra
de sangre

CIT:citrato de Simmons, Neg.
Urea: produccién de ureasa, Pos.
TSI: triple azucar hierro, Neg.
MIO: indol y movilidad, Negativas

H,S produccién de H,S en papel filtro con acetato de
plomo, Variable

Siembra de sangre en
Hemocultivo

Tincion GRAM
bacilos cortos
Gram (-)

Aislamiento y resiembra en TSA (colonias
pequefias y transllcidas)

=
©

Poli cat oxi

Estandar de Servicio: 6 Semanas



CULTIVO DE CEPAS

CEPAS ENVIADAS

CULTIVO WIASIVO PRIMIOAISLAMIIENTO

\y

Estandar de servicio 2 Semanas



http://www.diinsel.com/orders.html

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

MORFOLOGICA
* SEROLOGICA
* BIOQUIMICA
* FAGOTIPIFICACION

San Luis Potosi | de Saluc
Un Gobierno para Todos
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Servicios
de Salud

Colonias pequeias

Brillantes

Redondas

Translucidas
Ambarinas
No hemoliticas (cuando se usa GS)
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SEROTIPIFICACION

SUEROS: Polivalente a m

DETERMINACION DE GENERO Y ESPECIE

1 Aglutinacion de suspension bacteriana + suero polivalente,
antisueros monoespecificosM y A

2.Uso de Sol. Salina fenolada para descartar autoaglutinacion

3.Uso de acriflavina para observar la fase
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

PRUEBAS FISIOLOGICAS

Catalasa Positiva
* Oxidasa Positiva
* Reduccion nitratos Positivo
* Urea Positiva
* Movilidad Negativa
*H,S Variable

* Crec. en Mc Conkey Negativo

San Luis Potosi
Un Gobi odos

bierno para T
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

San Luis Potosi
Un Gobi odos

bierno para T

CRECIMIENTO EN COLORANTES

eLas especies de Brucella muestran sensibilidad
diferencial a varios colorantes de anilina

eEsta caracteristica ayuda para determinar
especie o

* Se utilizan soluciones al 0.1% de:

a) Fucsina a una dilucion de 1:50000
b) Tionina en diluciones 1:25000 y
1:50000

c) Safranina a una dilucion de 1:10000



DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
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Servicios
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Incubar a 37°C por 5 dias

Suspension de Brucella al tubo 4 del
Mac Farland

O
a ™
Trazar 5 lineas en el agar, cuidando no cargar el asa N

durante el lineado



INTERPRETACION

reporta en términos del N° de linea de crecimiento:
5 lineas con desarrollo = 5+
4 lineas con desarrollo = 4+

3 lineas con desarrollo = 3+

o A W DN

2 lineas con desarrollo =2+t Repetir Ia prueba

1linea con desarrollo =1+ |



FAGOTIPIFICACION

* Resistencia a la lisis de fagos:

LT: Lisis Total
LP: Lisis Parcial

NL: No Lisis

CONSIDERACIONES
1. Identificar bién y no mezclar la gota correspondiente a cada fago

2. La superficie de la placa debe estar seca



DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
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FAGOTIPIFICACION
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Lineamientos
del INDRE

{

AN OM-022-S5A2-
v~ 2012, Para la
= prevenciéon y
control de la
Brucelosis en el ser
humano
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San Luis Potosi
Un Gobierno para Todos
GOBIERNO DEL ESTADO 2009 - 2015

Servicios
de Salud



o/
Vet
Laboratorio de control de rabia y otras Zoonosis
Anillo Periférico ote. 150
Col Abastos

San Luis Potosi S.L.P.
Contacto:

zoolabslp@hotmail.com
Tel. 01 (444) 821 14 82 Ext. 106.
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