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Rosa de Bengala

Prueba de aglutinacion para la deteccion de aglutininas anti-
Brucella. Prueba rapida en porta.

INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis directa de caracter infeccioso ocasio-
nada por bacterias Gram negativas del género Brucella. Las vias mas
comunes de infeccion en el hombre son aparato digestivo, mucosas
y piel, con manifestaciones clinicas diversas como malestar general,
fiebre de hasta 402C, debilidad, artralgias, mialgias y sudoracion. Las
recaidas de la enfermedad son comunes. Una vez que la fase aguda
de la infeccion ha finalizado, se puede desarrollar una etapa crénica.

USO AL QUE ESTA DESTINADO

Rosa de Bengala es una técnica de aglutinacion rapida en porta,
destinada a la deteccidn cualitativa y semicuantitativa de anticuer-
pos 1gG o IgM anti-Brucella, (B. melitensis, B. abortus y B. suis)
presente en el suero del paciente.

FUNDAMENTO

Método en porta que detecta anticuerpos aglutinantes, empleando
células de Brucella abortus biovar 1 cepa 1119-3 inactivadas y
tefiidas con Rosa de Bengala y resuspendidas en un buffer acido. El
pH acido de la suspensioén (pH 3,65 + 0,05) evita la aglutinacion
inespecifica de las bacterias, confiriéndole una mayor especificidad
a la prueba.

ELEMENTOS DEL SISTEMA

Provisto

e Antigeno Rosa de Bengala: suspension de Brucella abortus biovar
1 cepa 1119-3 en fase liquida, inactivada y tefiida con Rosa Benga-
la, en medio acido. El volumen celular esta regulado al 8% + 2. La
sensibilidad del antigeno (25 Ul/ml) esta estandarizada frente al
Patron Nacional SENASA /OIE.

Control Positivo: Suero control positivo conteniendo una concen-
tracion de fenol < 1%, (sélo en equipos con controles).

Control Negativo: Suero control negativo conteniendo una con-
centracién de fenol < 1%, (sélo en equipos con controles).

MATERIAL REQUERIDO

No provisto

e Portaobjetos.

e Palillos.

e Micropipeta o Pipeta automatica.

e Pipetas de vidrio.

e Gradilla.

e Cronémetro.

e Agitador rotatorio (100 r.p.m.) opcional.

ESTABILIDAD Y CONSERVACION

Todos los reactivos del kit estan listos para usar. El producto es
estable conservado entre 2-102C, hasta la fecha indicada en el
envase. No congelar: la congelacion de los reactivos altera irreversi-
blemente la funcionalidad de los mismos.

MUESTRA

Utilizar suero fresco. Si la prueba no se realiza en el dia, el suero
puede conservarse a 2-102C durante 7 dias o 3 meses a -202C. No
utilizar sueros hiperlipémicos o muy hemolizados.

PROCEDIMIENTO

Método Cualitativo

Dejar que los reactivos tomen temperatura ambiente.

Agitar suavemente la suspensién antigénica.

Sobre una placa de vidrio colocar 50 ul de suero problema en un
circulo de aproximadamente 2 cm.

Repetir el paso anterior con los controles positivo y negativo, (sélo
en equipos con controles).

Agregar una gota (50 ul) de la suspension antigénica a cada circulo
teniendo la precaucion de colocar el gotero en posicidn vertical.

Mezclar con palillos diferentes cada una de las reacciones de mane-
ra tal que abarque la totalidad de la superficie del circulo.

Balancear la placa de vidrio manualmente o con la ayuda de un
agitador rotatorio (100 r.p.m.) durante 4 minutos. Al cabo de ese
tiempo observar la presencia o no de aglutinacién macroscépica.
Método semicuantitativo

Si la prueba fuera positiva por el método cualitativo la muestra se
puede titular de la siguiente manera:

Realizar diluciones al doble de la muestra con solucién salina 9 g/,
por ejemplo: 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Proceder para cada dilucién como para la prueba cualitativa.
Calculos

La concentracion aproximada de anticuerpos anti-Brucella, en la
muestra del paciente se calcula de la siguiente manera:

Si la reaccioén fuera positiva hasta la dilucién 1/8, la concentracién
de anticuerpos anti-Brucella seria igual a: 25 x 8 = 200 Ul/ml.

Donde 25 es la sensibilidad analitica de la prueba y 8 es la inversa de
la dilucidn a la cual la reaccidn es positiva.

Valores de Referencia: no se encuentran bien definidos los valores
de referencia y hay discrepancias entre distintos autores debido a
los distintos valores encontrados de acuerdo a la regidn geografica y
por lo tanto es muy importante que cada laboratorio establezca sus
propios valores. Pero una reaccién positiva en el método Cualitativo
es indicativo de la enfermedad y debera ser confirmado por otros
métodos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La presencia de aglutinacién macroscdpica implica reaccion positiva
e indica la existencia de anticuerpos anti-Brucella igual o superior a
25 Ul/ml. La ausencia de aglutinacién macroscépica implica reaccion
negativa e indica la ausencia de anticuerpos anti-Brucella o su
presencia es menor a 25 Ul/ml, que es la sensibilidad analitica del
equipo.

LIMITACIONES Y CUIDADOS

e Este producto es sélo para diagnéstico in vitro y esta destinado al
uso por personal calificado. El diagnéstico clinico no debe realizar-
se Unicamente con los resultados de un Unico ensayo, sino que
debe considerarse al mismo tiempo los datos clinicos del pacien-
te.

e Se pueden obtener falsos positivos o reacciones cruzadas con

algunas bacterias de importancia clinica como Francisella tularen-

sis, E. coli0157:H7, Salmonella grupo N y Pseudomona maltophi-
lia.

Un resultado positivo debera ser confirmado por técnicas de

aislamiento.

No utilizar el kit cuando haya expirado la fecha de vencimiento.

Mantener el producto a la temperatura indicada en el envase. No

congelar.

Es importante mezclar la suspensidn antigénica antes de su uso.

El kit contiene elementos de vidrio que en caso de rotura podrian

provocar lesiones fisicas. Manipular con cuidado.

e Utilizar puntas de pipetas diferentes para cada muestra.

Al realizar la prueba deben observarse las medidas de bioseguri-

dad.

e No cambiar los goteros del kit, pues estan disefiados para dosifi-
car la cantidad requerida.

e Por contener fenol (< al 1%) evitar el contacto, de todos los com-
ponentes del kit, con la piel, mucosas u ojos.

PERFORMANCE

Sensibilidad diagndstica del método: 93% (1)

Especificidad diagndstica del método: 94,3% (1)

En pacientes con brucelosis que han recibido tratamiento pueden
encontrarse resultados falsos negativos, debido a la disminucién de
anticuerpos aglutinantes. En estos casos se deben emplear técnicas
que detecten anticuerpos totales (aglutinantes y no aglutinantes).
Sensibilidad analitica: 25 Ul/ml.

La sensibilidad analitica estd estandarizada frente al suero Patrén
Nacional SENASA/OIE de 1000 Ul/ml.
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Efecto prozona: no se observa efecto prozona hasta valores de 1000
ul/ml.

CONTROL DE CALIDAD
Se recomienda utilizar el control positivo y negativo para controlar
la funcionalidad del reactivo, como asi también utilizarlo como
modelo para la interpretacion de los resultados (Unicamente en
equipos con controles).
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PRESENTACION

e Rosa de Bengala antigeno x 5 ml con Controles. COD B02123.
Producto elaborado por Laboratorios W. Brizuela S.A.

Falucho 59 (X5002HMA) - Cérdoba, Argentina.
info@brizuela-lab.com.ar

Producto Autorizado ANMAT N2 008124.

Director Técnico: Biog. Marcelo Brizuela.
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