RED DE LABORATORIOS DE RESPUESTA (RLR)
Procedimiento para la Identificacién de Brucella spp en laboratorios de nivel A.

Generalidades: Los procedimientos que se describen enseguida, estan disefiados para descartar o
identificar presuntivamente la presencia de Brucella spp. a partir de muestras clinicas o cultivos
aislados.

Precauciones

A. Estos procedimientos se deben realizar en laboratorios microbioldgicos que utilizan practicas de
seguridad biolégica de nivel 2 (SBN-2).
B. Sise sospecha de Brucella spp:

1. Todos los trabajos se deben realizar bajo una campana de seguridad microbiolégica y con el
uso de guantes.

2. Dada a la naturaleza altamente infecciosa de algunas especies de Brucella spp. (SBN-3); se
recomienda consultar con el laboratorio estatal de salud publica si se sospecha la presencia
de Brucella spp.

3. Las muestras sospechosas de contener Brucella spp., se deben etiquetar como tales.

C. Refiérase al Procedimiento para la Seguridad y Descontaminacion de Laboratorio.
Muestra
A. Tipos de muestras aceptables

1. Sangre o médula 6sea: Brucella spp. se aisla con mayor frecuencia de estas muestras.

2. Suero: Una muestra durante la fase aguda debera obtenerse tan pronto como sea posible,
después de iniciada la enfermedad. Una muestra de la fase convaleciente debera tomarse
después de 14 dias de haber tomado la muestra de la fase aguda.

3. Higado, bazo o abscesos: Brucella spp. ocasionalmente se aisla de estas fuentes. Se
pueden utilizar medios selectivos de cultivo para aislar Brucella spp. a partir de muestras con
flora mixta (ver mas abajo)

B. Criterio de rechazo

1.Utilice los criterios establecidos en el laboratorio

2.Las muestras secas se deben enviar al laboratorio estatal de salud publica.

3.Las muestras ambientales y no clinicas y aquellas de eventos anunciados no son procesadas

por laboratorios de nivel A; quien remita las muestras debera contactar directamente al
laboratorio estatal de salud publica.
C. Transporte y almacenamiento

1.Suero: Siga los protocolos estandares de laboratorio. Preferentemente envie 1ml refrigerado.

2.Muestras de cultivo: Las muestras deben de inocularse en el medio de cultivo apropiado dentro
de las dos primeras horas de su obtencién. De no ser esto posible, las muestras se deberan
refrigerar de 2-8°C hasta el momento de su inoculacion. El tejido se debe mantener hiimedo.
Afada varias gotas de solucién salina si es necesario.

Aviso de No Endoso: Los nombres comerciales o de fabricantes de productos que se
mencionan en este protocolo, se proporcionan como ejemplos de fuentes de productos
adecuados; su alusién no implica la recomendacion de uso, sugerencia 0 endoso alguno por
parte de ninguna de las siguientes instituciones: CDC (Centros para el Control y la Prevencién
de Enfermedades de los EE.UU.), el DHHS (Departamento de Salud y Servicios Humanos de
los EE.UU.), la Armada de los EE.UU., o el FBI (Bur6 Federal de Investigaciones).

IV. Materiales
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V.

VI.

A. Reactivos

1.Reactivos para tincion de Gram

2.Reactivo para oxidasa (tetrametil-p-fenilenediamina al 1%)

3.Agar urea (Christensen’s)

4.Requerimientos XV (discos o tiras XV, prueba satélite u otra para diferenciar de Haemophilus

spp.)

Medios de cultivo

1.Agar sangre de cordero al 5% (SBA), agar base de tripticasa de soya (TSA) o su equivalente
2.Agar chocolate (CA)

3.Agar MacConkey (MAC)

4.Agar Thayer-Martin o su equivalente

5.Botellas para cultivo en sangre

Materiales y equipo

1.Instrumento para cultivo en sangre (opcional)

2.Microscopio 6ptico con objetivos de 10X, 40X y 100X y un ocular de 10X.
3.Portaobjetos, asa desechable de inoculacion con punta de anillo.

Control de calidad: Realice y documente todos los esfuerzos de control de calidad de acuerdo al
procedimiento y protocolo estandar del laboratorio.

Procedimiento: Refiérase a las figs. Alay Alb.

A. Tinciones y frotis: Tincion de Gram

1.Procedimiento: Realice el procedimiento y el control de calidad de la tincion de Gram de
acuerdo al protocolo del laboratorio.

2.Caracteristicas: Brucella spp. Tiene una morfologia caracteristica con la tincion de Gram que
es extremadamente Util para su diferenciacion con otros organismos gram negativos. Las
células de Brucella spp. aparecen como pequefios cocobacilos gram negativos. Refiérase a la
fig. A2.

Cultivos:

1.Muestras de cultivo en sangre, médula 6sea y tejidos: Procese y subcultive utilizando el
protocolo estandar del laboratorio (utilizando medios tales como SBA al 5%, SA, MAC y/o Agar
Thayer-Martin). Nota: El crecimiento en MAC sera negativo o pobre para la mayoria de las
Brucella spp. El medio Thayer-Martin se puede utilizar apropiadamente como medio selectivo
para Brucella spp.
2.Incubacion de cultivos:
a. Temperatura: 35-37°C
b. Atmdsfera: Enriquecida con CO, La incubadora debe ajustarse a una humedad suficiente
para prevenir la desecacion de las placas de cultivo tras una incubacion prolongada (mas
de 7 dias). La humedad también se puede mantener envolviendo las placas con cinta
adhesiva permeable a los gases.
c. Duracion de la incubacion
(1) Cultivos de sangre: Para los casos sospechosos de brucelosis por lo menos de 21
dias, produciendo subcultivos ciegos cada 7 dias. Seguido de cultivos negativos de
sangre y reteniendo placas selladas por 7 dias adicionales. Realice todas las
manipulaciones de cultivo (por ejemplo subcultivo y frotis para tincion de Gram)
utilizando guantes dentro de una campana de seguridad microbioldgica.
(2) Cultivos primarios en placa: 7 dias, haga lecturas diarias.
3.Caracteristicas de la colonia: Brucella spp. aparecera en colonias puntiformes después de 48
horas de incubacion. Las colonias son no pigmentadas y no hemoliticas. Todas las colonias
sospechosas deberan observarse mediante la tincion de Gram, asi como realizar las pruebas
de oxidasay urea.
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C. Pruebas bioquimicas:

1. Prueba de la oxidasa

Principio: Usado para determinar la presencia de enzimas oxidasas asociadas con los
citocromos de la cadena respiratoria. El reactivo es un colorante que vira en presencia de
enzimas oxidasas.

Muestra: Realizada sobre muestras de colonias en crecimiento activo (18-24 horas)
obtenidas de placas de SBA o un medio equivalente

Reactivos y materiales

a.

(1)
(2)
3)

(4)
(5)

Tetrametil-p-fenilenediamina (catalogo Sigma: #T7394), Nota: Es importante utilizar el
reactivo en base a tetrametil, ya que el reactivo en base a dimetil puede resultar en
reacciones falsas negativas.

Combine 50 mg de polvo con 10 ml de agua destilada.

Almacénese en gotero de frasco ambar. La solucion es estable por una semana a 2-
8°C o indefinidamente cuando se congela a —20°C

Papel filtro Whatman #1 o equivalente

Asa de inoculacién desechable con punta de anillo

Procedimiento ( se puede realizar utilizando otro protocolo del laboratorio validado)

(1)
)

3)

Coloque una a dos gotas de reactivo oxidasa en un trozo de papel filtro Whatman #1
Utilizando una asa plastica de inoculacién con punta de anillo mezcle una asa
completa de organismos obtenida de una placa de cultivo de 18 a 24 horas con el
reactivo en el papel filtro.

Observe que se desarrolla un color azul de ligero a oscuro durante los diez primeros
segundos tras la inoculacion

Caracteristicas

1)
(2)
3)

Resultado positivo: Desarrollo de color azul durante los 10 primeros segundos tras la
inoculacién.

Resultado negativo: No se desarrolla color azul dentro de los 10 primeros segundos
tras la inoculacion.

Precaucion: Algunos metales de los que estan hechos las asas de inoculacion
producen reacciones falsas positivas. Las asas hechas con alambre de Indio y platino
(85% platino y 15% Indio) proveen resultados satisfactorios. Si otro tipo de asa se
utiliza se debe someter a una prueba de exposicion con el reactivo oxidasa sobre
papel filtro.

Control de calidad:

(1)

)

3)

Cepas de control

1. Control positivo: Pseudomona aeruginosa ATCC 35032 o un equivalente producira
un color azul dentro de 10 segundos.

2. Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922 o equivalente NO producira un
color azul dentro de 10 segundos.

Control del método: Realice la prueba con cultivos frescos de las cepas de control

utilizando el mismo método que con las muestras problema. Las cepas de control

deben de ensayarse cada dia de pruebas.

Aclarando resultados fuera del control:

Verifique los medios de cultivo, reactivos, controles y equipo; remplacelos o corrijalos

apropiadamente. Documente las acciones correctivas y repita la prueba.

2. Prueba de la ureasa (método de Christensen’s)

Principio: Usado para determinar la capacidad de un organismo para hidrolizar la urea,
formando amoniaco debido a la accién de la enzima ureasa. La presencia y la velocidad de
actividad enzimatica de la ureasa es Uutil en la diferenciacion de Brucella spp.

Muestra: Cultivos en crecimiento activo del organismo de prueba provenientes de medios
no selectivos

a.
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c. Reactivos y materiales

(1) Tubos prefabricados de agar inclinado de este medio se pueden obtener de fuentes
comerciales (BD Bioscence; catalogo. # 221096 o 221097; o Remel; catalog. # 65210-
A)

(2) Agar urea

1. Solucion A: Bacto-urea agar base 29 g (Difco/BD Bioscence; catalogo # 0140)
(compuesto de Bacto-peptona, 1 g.; Bacto-Dextrosa 1g.; Cloruro de sodio, 5 g.;
Fosfato monopotasico, 2g.; Urea [Difco/BD Bioscence], 20g.; y Bacto-fenol rojo,
0.012 g.); Agua destilada 100 ml. Mezcle para disolver y esterilicese por
microfiltracion.

2. Solucion B: Bacto-agar 15 g.; Agua destilada 900 ml. Esterilice la solucién B en
auto clave a 121°C por 15 minutos y enfriese a 50°C. Afiada entonces
suavemente la solucién A, mezcle y deposite alicuotas de 5 ml en tubos con
tapon de rosca de 15 por 125 mm y almacénense inclinados hasta solidificarse a
temperatura ambiente. Guarde los tubos inclinados en refrigeracién (2-8°C).

(3) Reloj alarma para minimo 15 minutos.

(4) Asa estéril para inoculacion.

d. Procedimiento
(1) Saque los tubos de urea de su almacenamiento en el refrigerador y permita que se

equilibren térmicamente con el medio ambiente, por lo menos 30 minutos antes de
montar la prueba.

(2) Utilizando una asa de incubacién con punta de anillo, tome una asada de material
bacteriano de prueba y siémbrelo sobre la superficie de los tubos inclinados de urea.

(3) Incube de 35-37°C en atmdésfera ambiental.

(4) Inicie el reloj de alarma pasar 15 minutos

(5) Después de 15 minutos de incubacion, la superficie inclinada de los tubos para
identificar un cambio de color a rosa en el area inoculada. Si no se observa cambio de
color alguno, vuelva a colocar el tubo en la incubadora y observe de nuevo en después
de 24 horas.

e. Caracteristicas
(1) Resultado positivo: Desarrollo de un color rosa pronunciado en el agar. Todas las

Brucellla spp. Deberéa producir una reaccién positiva al dia siguiente.

(2) Resultado negativo: Ausencia de color rosa.

f. Control de calidad
(1) Cepas de control

1. Control positivo: Proteus vulgaris ATCC8427 u otro equivalente, producira un color
rosa en 24 horas.

2. Control negativo: Enterobacter earogenes ATCC 13048 u otro equivalente, NO
producira color rosa en 24 horas.

(2) Control del método: Realice las pruebas con los cultivos frescos de las cepas de
control, utilizando los mismos métodos que con las muestras problema. Las cepas
control deben ensayarse en cada lote de medios de cultivo recibido.

(3) Aclarando resultados fuera del control: Verifique los medios de cultivo, reactivos,
controles y equipo; remplacelos o corrijalos apropiadamente. Documente las acciones
correctivas y repita la prueba.

g. Limitaciones del procedimiento: Otros organismos gram negativos, especialmente los
biogrupos de Bordetella bronchiseptica y Haemophilus influenzae, pueden producir una
reaccion rapida de ureasa. La tincién Gram, el requerimiento de los factores de crecimiento
Xy Vy la motilidad; son caracteristicas Utiles para descartar la presencia de estas
especies. Las Brucella spp. son no Métiles.

Reactivo de catalasa (peroxido de hidrégeno al 3%): Esta prueba no se recomienda si se

sospecha de la presencia de Brucella spp. Debido a la generacion de aerosoles. Esta prueba,

en caso de realizarse: deberéa ser dentro de una campana de seguridad microbioldgica.
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VII. Interpretacidn y reportes

A. Criterio de identificacion presuntiva (refiérase a la tabla Al)

1. Morfologia de las colonia en SBA: Las colonias Brucella spp. Son puntiformes y apareceran
a 48 horas de incubacion. Las colonias son NO pigmentadas y NO hemoliticas. Todas las
colonias sospechosas se deberan observar al Gram asi como realizarles la prueba de urea.

2. Morfologia en la tincién de Gram: La morfologia con la tincién de Gram de las Brucella spp.
es de extrema utilidad para su diferenciacién de otros organismos gram negativos. Las
células de Brucella, aparecen como pequefios cocobacilos débilmente tefidos.

3. Prueba de la oxidasa (modificacién de Kovac) positiva.

4. Prueba de la ureasa (método de Christensen) positiva.

B. Reportes y acciones apropiadas

1. Los laboratorios de nivel A, deben consultar con el director del laboratorio estatal de salud
publica (o con su representante en funciones) si el médico sospecha de la presencia de
Brucella spp.

2. Notifique de inmediato al director del laboratorio (0 a su representante en funciones) y al
epidemidlogo del departamento de salud publica estatal, si no se puede descartar la
presencia de Brucella spp. Y se sospecha de un evento bioterrorista. El laboratorio o
departamento estatal de salud publica notificara a la agencia federal de investigaciones
apropiadamente.

3. Inmediatamente notifique al médico y a control de infecciones de acuerdo a las politicas
internas si la presencia de Brucella spp. no se puede descartar.

4. Conserve la muestra original en apoyo a una potencial investigacion criminal y su posible
transferencia a un laboratorio apropiado del tipo RLR. La agencia federal de investigaciones
y el laboratorio o departamento estatal de salud publica coordinara la transferencia de
cultivos aislados o muestras a un laboratorio del tipo RLR de mayor nivel apropiadamente.
Inicie la documentacion de la cadena de custodia si esto es apropiado.

5. Obtenga la orientacion apropiada del laboratorio estatal de salud publica (por ejemplo los
requerimientos de la autoridad judicial local asi como los de otros oficiales
gubernamentales).

6. Sila presencia de Brucella spp. se descarta proceda con los esfuerzos para identificarla
utilizando los procedimientos establecidos.

VIIl. Limitaciones

A. Laidentificacidon de Brucella spp. no se debe de intentar realizar con sistemas comerciales de
identificacién debido a la potencial generacién de aerosoles y la falta de precisién en la
identificacion.

B. Para diferenciar entre Brucella spp. y Haemophilus spp. una prueba satélite se debera realizar
sembrando en placa de agar sangre y luego por estria con Staphylococcus aureus ATTC25923.
Después de 24-48 horas de la inoculacion bajo atmésfera enriquecida con CO,  Haemophilus spp.
deber& presentar crecimiento satélite alrededor de S. aureus, mientras que Brucella spp. no
presenta este crecimiento satélite. Los discos o tiras XV son alternativas adecuadas para el cultivo
de S. aureus.

C. Otros organismos que pueden ser confundidos con Brucella spp. debido a que son ureasa
positivos, incluyen a la Oligella ureolytica (normalmente s6lo encontrada en orina) y Psychrobacter
phenylpyruvicus. Psychrobacter immobilis, y Bordetella bronchiseptica (que presenta motilidad)
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NIVEL A

Muestras clinicas Aislar

Tincion de
Gram

Aislar en SBA, MacConkey,
Chocolate, Thayer Martin, TSA,
HIA, HIA con 5% sangre de
conejo

Morfologia de la colonia en
SBA, tincién de Gram,
oxidasa e hidrolisis de la
Urea.

w

Figura Ala. Diagrama de flujo del procedimiento para aislar e identificar presuntivamente a las
Brucella spp., en laboratorios de nivel A.
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Brucella spp.: Diagrama de flujo para laboratorios de nivel A

Morfologia: cocobacilos muy pequenos (0.4 por 0.8 pym),
debilmente tefiidos gram negativos
Crecimiento: Las colonias son no pigmentadas y no hemaliticas,
aparecen como colonias puntiformes después de 48 horas de incubacion

Realice todo el trabajo adicional en una campana de seguridad microbiologica

Prueba de oxidasa (modificacion de Kovac): Positiva
Prueba de ureasa (Método de Christensen): Positiva
Satélite: Megativa

Advertencia: Los sistemas de identficacian automatizada no se recomiendan

d

b

Mo
(Mo se presentan las caracteristicas)

Si
(Si se presentan las caracteristicas)

'

!

Reportar: Se descarla la presencia de
Brucella spp., Continde identificando de
acuerdo a los procedimientos del
laboratono

Repartar: Sospechoso, no se puede
descartar la presencia de Brucella spp.
Refierase al laboratorio estatal de
salud publica para su confirmacion

Figura A1b. Flujograma de nivel A para Brucella spp.
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Figura A2. Tincién de Gram de cultivos puros de Escherichia coli (A) y Brucella abortus (B)
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Tabla Al. Identificacién presuntiva y diferenciacion of Brucella spp., con otras bacterias gramnegativas similares.
Oligella® Haemophilus E isell Brucillaspp. | Acinetobacter psvchrob Pasteurella Bordetella
spp. influenzae® rancisetia spp. sychrobacter spp. bronchiseptica
tularensis phenylpyruvic d
PRUEBA s’
Origen de la Varios Varios Sangrey Varios Varios Varios Varios Varios
muestra médula 6sea
Morfologia con Cocobacilos Cocobacilos Cocobacilos Cocobacilos Cocobacilos Cocobacilos Bastones Bastones
tincion Gram muy pequefios muy muy amplios amplios medianos chicos a
pequefios pequefios pequefios® medianos
oxidasa + \% - +© - + + +
Hidrolisis de + \Y - + \Y + \Y +
urea’

% Oligella spp. Puede algunas veces ser movil.

b Haemophilus spp. Requiere de los factores de crecimientos X y/o V, mismos que los distingue de todos los géneros enlistados.

¢ Anteriormente Moraxella phenylpyruvica

¢ B. bronchiseptica muestra crecimiento vigoroso a 1 dia de incubacion; es mévil con flagelos peritricos.

€ Oxidasa: B. abortus, B. melitensis, y B. suis son todas oxidase positiva. Los cultivos aislados de B. canis pueden ser oxidase-
variable.

f Hidrolisis de la urea: la mayoria de los cultivos aislados de Brucilla hidrolizan vigorosamente la urea. Usando la prueba de tubo
de Christensen, la hidrolisis se puede observar tan pronto como a los 15 minutos de incubacién con cepas de B. suisy a 1 dia
de incubacioén con la mayoria de las cepas de B. abortus y B. melitensis.

+ quiere decir mayor o igual a 90% positivo.
- quiere decir menor o igual a 10% positivo.
\Y, quiere decir variable o 11-89% positivo.
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