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GLOSARIO

ABSORCION: el proceso de la adicion de un antigeno o anticuerpo, se
diluye en tampon, por lo que concede pasivamente a la fase sélida en la
incubacion. Esta es una forma sencilla para inmovilizacion de uno de los
reactivos en la prueba ELISA y una de las principales razones de su éxito.

ANTICUERPOS: se producen en respuesta a estimulos antigénicos. Se
trata principalmente de naturaleza proteica. A su vez, los anticuerpos son
antigénicos.

ANTIGENOS: una proteina o carbohidratos que cuando se inyectan en
animales provoca la produccion de anticuerpos. Tales anticuerpos pueden
reaccionar especificamente con el antigeno utilizados y por lo tanto puede
ser utilizado para detectar este antigeno.

CONJUGADO ENZIMATICO: enzima que se une irreversiblemente a una
proteina, por lo general un anticuerpo.

ELISA: técnica desarrollada para efectuar analisis que permiten
determinar si una sustancia se encuentra presente en una muestra. Se
utiliza principalmente en el area de inmunologia. La palabra ELISA es el
acronimo de las palabras en lengua inglesa Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay.

ENZIMA: proteina que sirve de catalizador en una reaccion quimica,
acelerando las reacciones.

ESPECIES CONTRA ANTICUERPOS: se producen cuando las proteinas
(anticuerpos) de una especie se inyectan en otra especie.

FLUOROFORO: moléculas que absorben luz a una determinada longitud
de onda y emiten luz de una longitud de onda mayor.

LAVADOR DE ELISA: equipo que se utiliza para lavar las placas durante
las etapas de una prueba de ELISA, con el fin de remover aquellos
componentes que no se han unido en las reacciones. El lavador de ELISA
utiliza buffers especiales en los procesos de lavado.



LAVADO: las inundaciones simples y vaciado de los pozos con una
solucion tamponada de reaccion y consolidados (sin reaccionar) los
reactivos de la prueba ELISA.

LECTURA: la medicion de color que se produce en el ELISA. Esto se
cuantifica con espectrofotdmetros de lectura en diferentes longitudes de
onda de los colores especificos obtenidos con la enzima en particular
sistemas de cromoforo.

LECTOR DE MICROPLACAS: nombre dado a los analizadores de
ELISA.

PLACA DE ELISA: elemento de consumo que se ha estandarizado para
efectuar los andlisis mediante la técnica de ELISA. Las placas tienen en
general 96 pozos en una configuracién tipica de 8 filas por 12 columnas.
También hay placas de ELISA de 384 y recientemente se han venido
imponiendo microplacas de hasta 1 536 pozos, en centros de alta
demanda, debido a las economias logradas en insumos y reactivos.

PARADA: el proceso de detener la accion de una enzima en una sub-
estrategias. Tiene el efecto de la interrupcion de cualquier otro cambio de
color en el ELISA.

QUIMIOLUMINISCENCIA: emision de luz que aparece durante una
reaccion quimica.

SUSTRATO: un compuesto quimico con una enzima que reacciona
especificamente. Esta reaccidn se utiliza, de alguna manera, para
producir una sefial que se lee como una reaccion de color
(directamente como un cambio de color del sustrato o indirectamente por
su efecto sobre otra sustancia quimica).



RESUMEN

Pruebas complementarias de caracter cientifico como el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), son herramientas de utilidad
para el diagnostico médico veterinario, el beneficio radica en que ofrece
resultados confiables, oportunos y exactos. Un manual de procedimientos
permite homogenizar, ordenar y tener un conocimiento preciso del
principio que rige la prueba, para obtener un mejor desempefio en la
obtencion de resultados, manejo de equipos Yy desarrollo de
procedimientos propios de la prueba.

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio Clinico de Diagnéstico de la
Clinica Veterinaria Carlos Martinez Hoyos de la Universidad de Narifio; en
donde se sistematizaron y ordenaron los procedimientos que se realizan
en esta técnica de diagndstico, también se detallan los principios que la
rigen, conjuntamente es de importancia como parte integral del proceso
de control de calidad interno del laboratorio de la Clinica Veterinaria de la
Universidad de Narifio. Para esto se agotaron cuatro etapas: Diagnéstico,
revision bibliografica, estructuracion de los manuales y sociabilizacion.

Este manual de procedimiento permitira obtener una informacion precisa
sobre la variabilidad y exactitud de la prueba de ELISA, el principio
cientifico que la precede, y los requerimientos basicos para el montaje de
las muestras.



ABSTRACT

Investigations of a scientific nature as linked immunosorbent assay
(ELISA) are useful tools for diagnosing veterinarian; the benefit is that it
provides reliable results, timely and accurate. A manual of procedures
allows homogenizing, order and have a precise knowledge of the principle
governing the test, for better performance in achieving results, team
management and development of procedures of the test.

The project was conducted in the clinical laboratory diagnosis of
Veterinary Clinical Hoyos Carlos Martinez of the University of Narifio,
where systematized and ordered the procedures performed in this
diagnostic technique, also details the principles that govern together is of
importance as an integral part of the process of internal quality control
Laboratory of the Veterinary Clinic at the University of Narifio. For this sold
out four stages: diagnosis, literature review, structuring of the manuals
and socialization.

This procedures manual will allow you to get accurate information on the
variability and accuracy of the ELISA test, the scientific principle that
precedes it, and the basic requirements for the assembly of the samples.



INTRODUCCION

Pruebas complementarias de caracter cientifico como el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA, son herramientas de utilidad
para el diagnéstico Médico Veterinario, su utilidad reside en que nos
ofrecen resultados confiables, oportunos y exactos. Estos permiten
acercarse de una manera veraz al diagnostico. Asi mismo, en muchos
casos es determinante para la eleccion de tratamientos, y pueden ser la
medida exacta entre la vida y muerte de los pacientes, como también el
desarrollo métodos de prevencién de enfermedades de tipo contagioso y
zoonotico.

Este manual se ha desarrollado con el fin de apoyar al personal que
labora en el laboratorio clinico o en investigaciones en el campo de la
salud animal, en la comprension de los requerimientos técnicos
relacionados con la instalacién, uso y mantenimiento de un grupo de
equipos que resultan de gran importancia para la realizacion de las
actividades diagnosticas o de investigacion.

No se pretende que los lineamientos incluidos en este manual conviertan
a quien lo consulta en un experto capaz de solucionar cualquier problema
que pueda presentarse en el equipamiento del laboratorio. El desarrollo
alcanzado a nivel tecnoldgico y cientifico ha incorporado en los equipos
infinidad de funciones y modos particulares de operaciéon, que
necesariamente conllevan a implementar programas que permitan aportar
los recursos para mantener dicho equipamiento en las mejores
condiciones de operacion. Por la diversidad de origenes, marcas y
modelos, solo es posible presentar unas recomendaciones generales,
dado que las particulares se encuentran desarrolladas en los manuales
de uso, mantenimiento e instalacion elaborados por los fabricantes.

Un manual de procedimiento permite homogenizar, ordenar y tener un
conocimiento preciso del principio de la prueba, asi como también, es el
primer paso para estandarizar la prueba a desarrollar y con ello ganar en
calidad. En la actualidad aun no se ha realizado un manual de
procedimientos que permita al personal del laboratorio tener una guia
minima en el montaje de la prueba de ELISA que garanticen su calidad y
a los estudiantes un material académico que puedan confrontar en la
practica diaria en laboratorio. Adicionalmente este tipo de guias
garantizan el cumplimiento de parametros minimos de seguridad en el
manejo de bioldgicos.
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Uno de los problemas mas comunes que se presentan en el laboratorio
es el “error humano”. Saberlo reducir a su minima expresion, siguiendo un
protocolo sistemético y cientifico, desde la forma (fase pre-analitica),
pasando por el procesamiento de la muestra (fase analitica) y el analisis
de sus resultados (fase post-analitica) permitird al Laboratorio de la
Clinica Veterinaria de la Universidad de Narifio, ofrecer un mejor servicio,
de calidad y competitivo en el ambito Médico Veterinario del
departamento de Narifio.

18



1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

Las pruebas que se llevan a cabo en un laboratorio clinico veterinario,
permiten al médico un trabajo serio, sistematico y confiable; el cual
mediante su conocimiento clinico y la aplicacion de pruebas de
laboratorio; puede confirmar sus conjeturas referentes al cuadro clinico
que presente su paciente, orientando de una manera mas confiable su
diagnostico y tratamiento, por lo tanto el médico veterinario que no hace
uso de estas herramientas, esta relegado por la sociedad médica que
avanza cada vez mas. Por otro lado son los laboratorios quienes deben
asegurar una confiabilidad para los profesionales del area generando
calidad de diagnostico en los servicios que presta.

En la actualidad el Laboratorio de la Clinica Veterinaria “Carlos Martinez
Hoyos” de la Universidad de Nariio no posee un manual de
procedimiento para el Funcionamiento del Equipo de ELISA, que permitan
homogenizar los procedimientos propios de la prueba y elevar sus
servicios en términos de calidad y competitividad frente a otros
laboratorios. Con el manual ajustado a las necesidades técnicas de este y
en especial la Universidad de Narifio lograra un mejor posicionamiento
como frente académico y practico en esta area; logrando una mejor
armonizacién con la red de laboratorios de diagndstico veterinario.

La normatividad vigente relacionada con el registro y certificacion de
laboratorios de diagnéstico veterinario ante el ICA, “Resolucién 001599 de
2007”7, dispone en sus considerandos:

e Que es necesario con una red de laboratorios de diagndstico
veterinario con criterios de desempefio armonizados para optimizar su
funcionamiento.

e Los laboratorios veterinarios deben cumplir con las normas minimas
de calidad para poder aceptar como validos los resultados analiticos
que se emitan.

e Que con el fin de ejercer el control técnico de los resultados emitidos a
los productores pecuarios, establecer la implantacion de normas
minimas de calidad en los laboratorios que manipulan
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microorganismos patégenos y no patégenos o material genético
derivado y minimizar los riesgos que puedan generarse de estos
laboratorios a la salud animal, humana, y el ambiente, es necesario
establecer las normas a las cuales se deben sujetar toda persona
natural o juridica.’

Los responsables del control de los laboratorios veterinarios (ICA,
Direccion Municipal de Salud, Direccion Cientifica de Laboratorio Clinico
Veterinario UDENAR) en los dltimos tiempos han dispuesto una serie de
requisitos con el fin de unificar politicas de calidad en el servicio y
garantizar un uso pertinente y ajustado a las leyes ambientales en materia
de los residuos de laboratorio, con lo que el manual de procedimientos
que contengan lineamientos basicos para este manejo contribuira al
cumplimiento de dichos requerimientos, asi como, a la conservacion del
medio ambiente en los términos establecidos por las leyes.

Este manual de procedimiento permitird obtener informacion precisa
sobre la variabilidad y exactitud de la prueba, el principio cientifico que la
rige, los requerimientos bésicos para su montaje.

Con el manual de los procedimientos instalado es mas facil hacer
comparaciones de las técnicas con laboratorios a nivel nacional e incluso
internacional en esta é&rea, hacer los ajustes necesarios, con el
consecuente reconocimiento y su aporte a la unificacion de criterios
médicos.

El manual de procedimientos contempla el uso correcto de las buenas
practicas de laboratorio garantizan tanto a sus funcionarios como a
deméas (comparferos de trabajo, estudiantes, publico en general) un
ambiente tranquilo y seguro con respecto a los riesgos inherentes de los
laboratorios de diagndéstico.

tica Resolucién 1599 de 2007, articulo 19.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

En el Laboratorio de Diagnostico Veterinario de la Clinica Carlos Martinez
Hoyos de la Universidad de Nariio no existe un manual de
procedimientos para la prueba de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA), como parte esencial en el proceso de calidad interno.

21



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Elaboracion de un manual de procedimientos para la prueba de ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), como parte integral del
proceso de control de calidad interno del Laboratorio de la Clinica
Veterinaria “Carlos Martinez Hoyos”.

3.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar las pautas del procedimiento de la prueba de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), con el fin de optimizar su
aplicaciéon y funcionamiento.

e Establecer el protocolo a seguir para la toma, identificacion y
transporte de muestras serologicas.

e Socializar el manual de procedimientos de la prueba de ELISA, para
su aprobacién e implementacion en el laboratorio de diagnéstico.

22



4. MARCO TEORICO

Un manual de procedimientos es un documento que pretende generar
descripcion de actividades que deben seguirse en la elaboracion de las
funciones de un procedimiento cientifico, 0 mas de ellos.

Describe el método y orden secuencial de las actividades o pasos que se
siguen para desarrollar una funcién, integrando en forma ordenada los
procedimientos, de acuerdo con una metodologia propia de la prueba,
que permita conocer el funcionamiento o su forma de operacion.

En él se encuentra impresa y documentada la informacion necesaria para
la aplicacién de la técnica a implementarse, de tal manera que se facilita
las labores de comprobacion y evaluacion. Sirve como elemento de
consulta para los responsables de laboratorio y documento guia.

La elaboracion del Manual de Procedimientos es una tarea exhaustiva y
minuciosa, que requiere disefiar la metodologia minima necesaria que
conduzca en el menor tiempo posible a su elaboracion. Con este
propésito, a continuacion se ilustran algunos de los puntos fundamentales
que habran de seguirse para su realizacion.?

Los pasos fundamentales para la elaboracion de un manual de
procedimientos son:

e La Investigacion es necesaria al planear las acciones pertinentes
respecto a la identificacién, captaciéon, y disefio de los programas
donde se consignen los requerimientos, fases y procedimientos que
fundamentan la ejecucion del mismo, para definir o conocer sus
caracteristicas, propiedades, alcances o fines, e influr en su
contenido.

* El Analisis es una categoria metodoldgica que permite estudiar y

distinguir las partes de un todo, ademas de identificar y conocer los

principios, los elementos y los fines, y contar asi con las bases y los
conocimientos necesarios para proceder.

2 PALMA. JOSE, Manual de procedimientos. Disponible en:

http://www.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml.
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El disefio de una metodologia y técnicas con orden, secuencial de los
pasos, actividades u operaciones que son procesadas de forma
manual, electronica o sistematicamente con apoyo de medios
modernos de tecnologia de la informacién.?

Su utilidad reside en que nos permite conocer las actividades que se
realizan durante el montaje de una técnica dentro del laboratorio por lo
gue organiza metédicamente tanto las responsabilidades del personal a
cargo como el manejo ordenado y técnico en términos de descripcion del
montaje de dicha prueba, de esta manera ayudaria en la induccién o
capacitacion de posible nuevo recurso humano del area; también facilita
labores de auditoria interna y externa, eleva la capacidad de
funcionamiento de los profesionales que presentan el servicio.

4.1 CONFORMACION DEL MANUAL

4.1.1 Identificacion.

4.1.1.1 Logotipo de la organizacion.

4.1.1.2 Nombre oficial de la organizacion.

4.1.1.3 Denominacion de la extension. De corresponder a una unidad en
particular debe anotarse al nombre de la misma.

4.1.1.4 Lugary fecha de elaboracion.

4.1.1.5 Unidades responsables de su elaboracion.

4.1.2 indice o contenido

4.1.3 Prologo y/o introduccién

4.1.4 Objetivos de los procedimientos.

4.1.5 Aéreas de aplicacion y/o alcance de los procedimientos
4.1.6 Responsables.

4.1.7 Politicas o normas de aplicacion

4.1.8 Conceptos

4.1.9 Procedimiento.

4.1.10 Formulario de impresos

4.1.11 Glosario de términos

4.1.12 Fuentes de informacién.*

3 \bid., http://www.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml

* Ibid., http://Mww.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

El proyecto se realizo en el Laboratorio de Diagndstico de la Clinica
Veterinaria “Carlos Martinez Hoyos” de la Universidad de Narifio - Pasto.

5.2 INSTALACIONES Y EQUIPOS

En donde se cuente con los equipos STAT FAX 3200-LECTOR, STAT
FAX 2200-INCUBADOR/SHAKE, STAT FAX 2600-LAVADOR vy técnicas
de apoyo de la prueba diagnéstica ELISA, contemplados en este manual.

Las instalaciones deben cumplir con las normas de bioseguridad para la
manipulacion de muestras. También disponer de un espacio propio para
montar esta prueba, mesones fijos, fuentes de energia eléctrica,
estabilizadores, un centro de computo para la recopilaciéon y manejo de
datos reportados por el equipo STAT FAX 3200-LECTOR.

5.3 PROCEDIMIENTO
El presente proyecto se desarrollo en las siguientes etapas:

5.3.1 Diagndstico. Este paso incluyo la evaluacion de la situacion de
cada uno u protocolos y manuales de procedimiento, asi como, la
determinacion de acuerdo a la necesidad de los nuevos protocolos. Bajo
la asesoria de la direccidén cientifica del laboratorio y al margen de la
normatividad requerida para la certificacion.

5.3.2 Revision Bibliogréfica. Consisti6 en la documentacion de cada
procedimiento de tal manera que el manual contemple no solo el principio
de la prueba si no que esta actualizado y es coherente con el contexto del
laboratorio.

5.3.3 Estructuracion del Manual. Es la conformacién del manual de

procedimientos de acuerdo a la normatividad vigente y a las necesidades
del laboratorio.
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5.3.4 Socializacion. Una vez estructurado el manual, la socializacion
pretende dejar en claro las actualizaciones, modificaciones y anexos de
los procedimientos a todo el equipo de trabajo del laboratorio que
garantice la efectividad de los mismos y la calidad del servicio.
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6. PRESENTACION Y DISCUCION DE RESULTADOS

Manual de procedimientos para la prueba de ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas adjunto Anexo A.
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INTRODUCCION

El Laboratorio de la Clinica Veterinaria “ Carlos Martinez Hoyos” de la
Universidad de Narifio inicio labores en el afio de 1995; desde entonces y
hasta el momento ha desarrollado una serie de actualizaciones técnicas e
implementacion de nuevas pruebas y nuevos equipos que le permitieron
hoy brindar un servicio de calidad.

Es un laboratorio que se ubica segun la clasificaciéon de la Organizacion
Mundial de la Salud como de GRUPO DE RIESGO 2 y segun sus
caracteristicas de disefio, construccion como LABORATORIO BASICO —
NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2; con capacidad para montar pruebas
Hematolbgicas, Parasitologicas, Serologicas, Citoldgicas, Microbioldgica y
Uroanalisis.

Su accién esta orientada dentro de la misidn vision de la Universidad de
Narifio de tal suerte que ofrece a sus servicios a pacientes de nuestra
misma clinica, remisiones de clinicas veterinarias de la ciudad de Pasto,
ganaderos de Narifio y parte del Putumayo, ofrece también el servicio de
asesoria veterinaria profesional a estudiantes del programa de Medicina
Veterinaria de la Universidad cumpliendo asi su funcién académica.

Este manual se estructura en la clinica a cargo del Dr. Dario Cedefio
Quevedo, la Direccion Cientifica del Laboratorio de la Dra. Katia
Benavides Romo, la asesoria de la Dra. Nancy Galindes Santander y la
investigacion y formulacion del manual del auxiliar de laboratorio Arturo
Maya Oliva.

El presente manual integra los procedimientos basicos para el montaje de
la prueba de ELISA, tomando como referencia las condiciones propias del
Laboratorio de la Clinica Veterinaria “Carlos Martinez Hoyos” de la
Universidad de Narifio y contiene los procedimientos basicos para el
apropiado montaje del ensayo de diagnostico. Detallada en forma logica,
ordenada y sistematica. Su contenido es de facil comprension para el
personal adscrito al area de laboratorio de la Clinica Veterinaria asi como
a estudiantes del programa de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Narifio.
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OBJETIVOS

1. Establecer el procedimiento basico de la prueba de ELISA, y su
aplicacion en los equipos STAT FAX 3200-LECTOR, STAT FAX 2200-
INCUBADOR/SHAKE, STAT FAX 2600-LAVADOR con fines
diagndsticos de tipo patoldgico, inmunolégico y nivel hormonal en las
diferentes especies domesticas.

2. Dotar al laboratorio de la Clinica Veterinaria de la Universidad de
Narifio un elemento indispensable para el control de calidad, asi como
una guia de apoyo académico para los estudiantes del programa de la
Universidad de Narifio.

3. Determinar la técnica adecuada para el montaje de la prueba.
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1- PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA ENSAYO POR
INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA).

a. AREAS DE APLICACION.

La aplicacion del manual de procedimientos en el montaje de la prueba de
ELISA con el equipo STAT FAX, es un instrumento para ser usado en el
diagnéstico clinico in-vitro; para que sea de utilidad al personal técnico y
profesional del laboratorio clinico, la estandarizacion del procedimiento
dentro del Laboratorio de la Clinica Veterinaria de la Universidad de
Narifio, es un referente para otros laboratorios de diagndstico veterinario
en la region y otros departamentos.

Es utii como herramienta académica para estudiantes de pregrado,
profesores del programa y demas profesionales interesados en el area de
laboratorio clinico veterinario.

b. ALCANCE DEL PROCEDIMIENTO.

El procedimiento puede ser aplicado en las diferentes especies
domésticas como son: caninos, felinos, porcinos, bovinos, equinos, aves,
animales silvestres entre otras.

Con fin diagnéstico: patoldgico (confirmando la presencia en el organismo
de antigenos o anticuerpos de un agente infeccioso, vacunal (titulacion de
vacunas o autoanticuerpos), hormonal (niveles hormonales), deteccién de
moléculas (medicamentos).

c. RESPONSABLES

1. El director de la Clinica Veterinaria “Carlos Martinez Hoyos”.

2. El director cientifico del Laboratorio de la Clinica Veterinaria “Carlos
Martinez Hoyos".

3. El personal técnico y profesional del Laboratorio de la Clinica
Veterinaria “Carlos Martinez Hoyos”.
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d. CONCEPTOS

Absorcion: proceso de la adicion de un antigeno o anticuerpo, el cual se
diluye en el tampdn, por lo que confiere pasivamente a la fase solida en la
incubacion. Esta es una forma sencilla para la inmovilizacion de uno de
los reactivos en la prueba ELISA y una de las principales razones de su
éxito.

Anticuerpos: son formas solubles de naturaleza proteica del receptor
para un antigeno de la célula secretadas por estas al ser estimuladas por
el antigeno.

Antigenos: es una sustancia capaz de provocar una respuesta inmune,
es decir, que estimula la formacién de una proteina especifica contra este
antigeno.

Conjugado enzimatico: una enzima que se une irreversiblemente a una
proteina, por lo general un anticuerpo.

Colorimetria: es la ciencia que estudia la medida de los colores y que
desarrolla métodos para la cuantificacion del color, es decir la obtencién
de valores numéricos del color.

ELISA: es la técnica desarrollada para efectuar analisis que permiten
determinar si una sustancia se encuentra presente en una muestra. Se
utiliza principalmente en el area de la inmunologia. La palabra ELISA es
el acrénimo de las palabras en la lengua inglesa Enzyme-linked
immunosorbent Assay.

Enzima: son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones
guimicas, siempre que sean termodindmicamente posibles.

Estandarizar: “tipificar” (ajustar a un tipo o norma), tipificar: “ajustar
varias cosas a un tipo o norma comun.

Espectrofotometria: es el método de analisis Optico mas usado en las
investigaciones quimicas y biolégicas. El espectrofotbmetro es un
instrumento que permite comparar la radiacion absorbida o transmitida
por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una
gue contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.
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Fase Solida: son preparados comerciales disponibles como placas de
ELISA. Estos tienen un formato de 8 x 12 fosas se puede utilizar con una
amplia variedad de equipos especializados, disefiados para la
manipulacion rapida de muestras, incluyendo pipetas multicanal.

Fluoréforo: son moléculas que absorben luz a una determinada longitud
de onda y emiten luz de una longitud de onda mayor.

Lectura: es la medicion de color que se produce en el ELISA. Esto se
cuantifica con espectrofotbmetros de lectura en diferentes longitudes de
onda de los colores especificos obtenidos con la enzima.

Quimioluminiscencia: es la emisién de luz que aparece durante una
reaccion quimica. Fendbmeno que en algunas reacciones quimicas la
energia liberada no sélo se emite en forma de calor o de energia quimica
sino en forma de luz.

Parada: es el proceso para detener la accibn de una enzima en una
reaccion quimica. Tiene el efecto de la interrupcion de cualquier otro
cambio de color en el ELISA.

Sustrato: es una molécula sobre la que actda una enzima, que altera el
color como resultado de su interaccion (directamente como un cambio de
color del sustrato o indirectamente por su efecto sobre otra sustancia
quimica).

e. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO.

INFORMACION SOBRE LAS MUESTRAS
MUESTRA DE SANGRE

El sitio de puncion debe estar limpio y libre de patégenos, esto incluye
recortar el pelo, lavarlo con jabon, detergente o solucion yodada en dos
veces y después realizar una limpieza con alcohol. La asepsia debe
realizarse en sentido contrario al crecimiento del pelo del animal y en
forma circular del centro hacia la periferia. Después de la puncién el sitio
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debe dejarse seco, limpio y libre de sangre ya que cualquier humedad o
materia orgénica favorece las infecciones.”

1. Sitio:

Vena yugular: Se usa mas frecuentemente en el caballo, bovinos,
ovejas, cabras y grandes mamiferos salvajes; en ocasiones se usa en
perros, gatos, conejos, ratas, y hamster, conejillos de indias y pajaros.
Con el perro sentado, un ayudante detiene la mandibula inferior con una
mano Y le voltea la cabeza hacia arriba y ligeramente de lado. El operador
coloca el pulgar de la mano izquierda en el surco yugular para ocluir y
anclar la vena yugular, mientras manipula la jeringa y la aguja con la
mano derecha.

Para lo cual se debe:

Limpiar el sitio en donde se va a tomar la muestra, sobre todo en los
animales de pelo largo.

Las venas se localizan mas facilmente cuando se fricciona el sitio de
puncién con alcohol.®

Vena cefélica: el sitio que se usa con mayor frecuencia para la extraccién
de pequefas cantidades de sangre en el perro.

Para lo cual se debe: Constrefir el area del aspecto dorsal de la
extremidad anterior a nivel del codo se puede elevar la vena cefélica,
empezando justo por encima de la articulacién carpiana.’

Vena auricular: puede usarse en el gato, perro pequeiio, cerdo conejo,
conejillo de indias, mono y Chinchilla.

Por lo general se utiliza una vena auricular marginal en el area dorsal de
la oreja.

El pelo se corta, se rasura o se le aplica un agente depilatorio.

®> ZAPATA, Wildeman y FAJARDO, Holtman, Manual de quimica Sanguinea veterinaria.
2p Disponible en: http://es.scribd.com/doc/51164083/Manual-de-qumica-sangunea-vete.

® MAXINE M. BENJAMIN, outline of Veterinary Clinical Pathology, 3" ed 1991. 9p.

" Ibid., 9p.
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Se frota la piel con alcohol o éter. Se coloca el dedo indice de la mano
izquierda al momento de aplicar la navaja filosa, un estilete o una jeringa.
Con esto se proporciona un apoyo y se asegura una incision solamente a
través de la piel de la vena y no a través del cartilago subyacente, por que
debe evitarse hacer cortes en las orejas y que sangren los dedos.

Cuando se usa una jeringa en un animal grande como el conejo debera
usarse una aspiracién suave para evitar que la vena se colapse.®

Dedo del pie o ufa: se puede usar en perros pequefos, cachorros,
conejillos de indias y pequefios animales silvestres.

Al cortar una ufia en el conejillo de indias se iniciara inmediatamente un
goteo uniforme. Este disminuye gradualmente después de 20-40 gotas
pero se puede obtener con facilidad hasta 80 gotas (4ml). Primero se
corta el pelo por que la presencia aunque sea de unos cuantos pelos
acelera la coagulacion. Después de desinfectar, se corta el lecho capilar
En la rata o raton anestesiados se puede extirpar un dedo con tijeras o
pinzas para obtener la sangre de ese sitio.’

Cola: se puede usar en el cerdo, oveja, bovino, rata, raton, hamster y
peces. La vena coccigea en la porcion ventral de la cola del bovino se
hace visible cuando se flexiona la cola hacia arriba. El sitio de la
venipuncion es aproximadamente a 10 cm del perineo. Este sitio, asi
como los cuernos, es deseable cuando se obtiene sangre del ganado de
exposicién ya que se evitan dafios.

Las venas de las ratas y ratones se pueden ver por medio de luz brillante
o por medio de trans-iluminacion y se puede dilatar para facilitar la
maniobra de masaje con xilol o sumergiendo la cola en agua caliente.
Amputacion: el uso mas comun en la rata y el ratbn. La amputacion de un
pedazo de la cola o una incisidn transversa con una navaja filosa
producira el goteo de sangre.

El masaje de la cola desde el cuerpo hacia la punta puede proporcionar
como 3ml de sangre de una rata. Se puede obtener mayores cantidades
si se pone la cola en agua caliente a 45 °oC, durante un minuto.

Cuando el roedor estd acostumbrado a que se lo maneje, se puede
utilizar el método de sostener el animal con una mano. Si no se coloca en

® Ibid., 10p.

? Ibid., 10p.
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un tubo de tamafio adecuado con la cola colgando a través de la
abertura.’®

Corazén: Se puede utilizar en cualquier animal, pez, reptil o pajaro.**

Vasos femorales, safenos, tibiales: se usan en perro, gatos, primates
mamiferos pequefios y ratas.

En los gatos la vena femoral se localiza con facilidad.

Se pueden obtener mayores cantidades de sangre de los monos en la
vena femoral a lo largo del aspecto medial de la pierna entre la rodilla y el
abdomen.*?

Vena mamaria: La vena se encuentra en el borde anterior de la glandula
mamaria, aproximadamente de 5-7 cm lateral a la linea alba y corre hacia
delante, desviandose lateralmente y pasando por el foramen de la pared
abdominal, posterior a las costillas (Bovinos).

La venipuncion se hace de una manera similar a la de la extraccion de
sangre yugular; sin embargo, es mas dificil lograr la distension de la vena
mamaria.’

Vena cava anterior: Se inserta una aguja en la parte inmediatamente
anterior y ligeramente lateral al cartilago cariniforme y en la linea del
cartilago a la base a la base de la oreja (Cerdo). Se dirige la aguja hacia
arriba, ligeramente hacia atras y medialmente.

Plexo nervioso retroorbital: se usa en ratas, ratones, conejillos de indias
y hamster. El plexo se comunica con los vasos sanguineos del cerebro y
sea reportado que esta técnica es menos traumatica que ningun otro
procedimiento.

Se puede repetir la veces que sea necesario y es el mejor método para
obtener grandes cantidades de sangre (maximo de 0.5-1ml) en el raton.

1% bid., 10p.
" Ibid., 10p.
2 Ibid., 10p.

¥ Ibid., 11p..
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Vena alar o de la cresta: Después de desplumar la regién axilar se ve la
region alar, que corre por debajo del musculo pectoral y luego a lo largo
de la superficie ventral del humero (aves).**

2. El tipo de tubo: (prueba de ELISA).

Se utiliza en tubo de tapa roja y que se usa para pruebas que requieran
de sangre coagulada. Ya que la mayoria de los analisis quimicos se
prefiere el suero al plasma por las posibilidades de las interferencias en la
pruebas con los diferentes anticoagulantes. Sin embargo, el plasma sea
separado con cuidado de la masa celular tendrd menos hemoglobina que
el suero; donde los anticoagulantes no interfieren, el plasma es el
espécimen de eleccién.™

Para sangre coagulada: el tamafio depende de la cantidad de sangre
necesaria. El recipiente debe estar quimicamente limpio y seco.

Para sangre total o plasma: se recomienda frascos de vidrio con
tapones de hule o polietileno, los cuales pueden encontrarse en diferentes
tamafios, de 2 a 50 ml, ya sea solos o con una variedad de
anticoagulantes.

Uso del vacutainer: Insertar el tubo en el soporte de arriba de la aguja
con el extremo conductor del tapén llegue a la linea de soporte. El tapon y
el soporte se retraeran. Hay que dejarlos en esta posicion ya que la aguja
se incrustard en el tapdén del diagrama para mantener el vacio.

Realizar la puncion venosa en forma acostumbrada. Cuando la aguja este
por debajo de la piel se colocan los dos dedos primeros por debajo del
borde de soporte. El pulgar de la misma mano se pone en el extremo del
tubo. Se jala con los dedos y se empuja con el pulgar hasta que el tubo
quede por encima de la aguja y hasta la parte superior del soporte.

Si la aguja se encuentra en la vena, la sangre fluir4 hacia el tubo. Si no
entra sangre al tubo, hay que buscar la vena hasta que aparezca el flujo

 bid., 11p..

' |bid., 8p.
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de sangre. Mientras el tubo se esta llenando se retira la presién de la
vena o el torniquete.

Cuando no se puede localizar la vena y es necesario volver a puncionar la
piel, se puede quitar el tubo de vacutainer de la aguja antes de extraer la
aguja. Todo lo que se necesita para intentar una segunda puncion en la
vena con el mismo tubo es volver a colocar la aguja extraida del
diafragma.*®

3. Cantidad de sangre necesaria.

La cantidad de sangre necesaria depende de la prueba o pruebas que se
soliciten y de los métodos que se utilicen en laboratorio donde se realizan
las pruebas.

Para pruebas de quimica clinica automatizados, es necesario tener un
minimo de 2.5ml de suero.

Para ayudar en el diagnéstico de una enfermedad, la cantidad maxima
que se toma debe ser la mas pequefia necesaria para las pruebas que se
van a realizar, sin escatimar.

Por regla general se considera seguro tomar aproximadamente 0.5 ml de
sangre/ Kg de peso corporal en todas las especies. *’

4. Transporte de la muestra.

El cuidado de la muestra sanguinea hasta que es analizada en el
laboratorio es importante, debe ser correctamente rotulada y conservada
para las pruebas bioquimicas.

Para el transporte y conservacion del suero se debe esperar la retraccion
del coagulo, en nuestro medio, la sangre de los animales se coagula entre
20-30 minutos, sin embargo lo mas recomendado es esperar 1-2 horas a
temperatura ambiente, cuanto mas tiempo se deje para que esta
retraccion tenga lugar, mayor cantidad de suero se obtendra, aunque la
cantidad de suero no serd nunca mayor de un 40% del volumen original
de sangre. Después de la retraccion del coagulo la muestra debe ser
refrigerada a 4°C para su transporte, colocandola en hielo picado o en
una caja fria.

'® Ibid., 11p.
Y MAXINE. Op. cit., p. 17.
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Para el transporte y conservacion del plasma no hay necesidad de
esperar que la sangre se sedimente, después de obtenida debe ser
refrigerada para su envio al laboratorio en nevera portatil con hielo seco o
picado.

El suero y el plasma no deben ser conservados mas de 6 horas en
refrigeracion sin ser separados de los demas componentes sanguineos,
porque esto trae como consecuencia alteracion en los diferentes
metabolitos de la sangre a determinar y por lo tanto errores en los
resultados del laboratorio.*®

5. Manejo de la Muestra.

Suero. El tubo que contiene sangre sin anticoagulante se debe
centrifugar a 1500 r.p.m. durante 10 minutos para separar las células del
suero. Luego con una pipeta Pasteur se debe separar el suero o
sobrenadante y transferir a un tubo de almacenamiento para la realizacion
de las diferentes pruebas.*

Conservacion de la muestra. Las muestras de suero o plasma
previamente separadas de las células, pueden conservarse a temperatura
ambiente (20-30°C) durante un dia sin que se deterioren, en la parte
refrigerada a (4°C) durante 4 dias; en el congelador (-15 a -20°C) durante
una semana o indefinidamente.

Particularmente, debe evitarse hacer congelaciones y descongelaciones
repetidas para que las enzimas no pierdan su actividad inicial. Las
muestras congeladas deben descongelarse lentamente hasta la
temperatura ambiente. De esta manera se conservaran mejor los
metabolitos, se obtendran resultados mas acertados y diagndsticos mas
exactos.?

8 ZAPATA y FAJARDO. Op. Cit., p 7,8.

2 |bid., 8p.
2 Ibid., 8p.
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TOMA DE MUESTRAS DE LECHE.
1. LECHE DE TANQUE

El envase para recoleccion de la muestra debe ser resistente a la ruptura,
con cierre hermético. Esterilizado y conservado en su envoltorio original
para aseguramiento su esterilidad.

Cucharon o baston saca muestras: Debe estar siempre limpio y seco
(lavarlo con detergente alcalino todos los dias, y &cido 1 o 2 veces por
semana). Antes de introducirlo en la leche se “flamea” usando alcohol
puro (96°) y prendiendo fuego. Una vez consumido el alcohol y apagado
la llama esta listo para usar.

Materiales para la conservacion: Conservadora de poliestireno expandido
(icopor) o material similar, limpias y con cierre hermético.

La muestra podra ser conservada utilizando productos quimicos
apropiados, autorizados a los fines de los analisis que se realizaran sobre
dicha muestra, y refrigeracion.

Deber4 realizarse con un marcador indeleble (al solvente),
preferentemente sobre una etiqueta para su identificacidon, la cual debera
ser univoca, rastreable respecto de otros registros y legible.

Procedimiento: Si el agitador estuvo girando durante todo el tiempo que
durd el ordefie, se puede tomar la muestra inmediatamente; en el caso en
que el agitador no haya estado funcionando, o la muestra sea tomada
lejos de la finalizacion del mismo, se debe poner en marcha el agitador
durante 5 minutos para tanques de menos de 5500 Its. 6 10 minutos para
tanques de mas de 5500 lIts.. Si no existiera agitador mecénico se debe
homogeneizar con el agitador manual del tambo.

e Abrir la tapa del tanque.

e Abrir el envase y sostener la tapa con la misma mano.

e Introducir el cucharén dos veces en la masa de leche volcando la
leche dentro del tanque.

e Tomar la muestra introduciendo la saca muestras como minimo 15 a
20 cm por debajo del nivel de leche del tanque.

¢ Volcar el contenido de la leche dentro del envase evitando derrames.
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e Completar % partes del envase.
e Cerrar herméticamente.

2. LECHE DE CUARTOS.

Materiales:

Tubos esterilizados con cierre hermético.

Algodoén y alcohol de 70°, puede prepararse con la siguiente proporcion:
300 ml de alcohol de 96° + 100 ml de agua destilada.

Gradilla o frascos de boca ancha para ubicar los tubos.

Conservadora de icopor limpia, seca y con cierre hermético.
Refrigerantes.

Marcador indeleble(al solvente).

Procedimiento: El pezdén a muestrear debe estar limpio y seco. Con una
torunda de algodén embebida en alcohol de 70° frotar la punta del pezén
(Sobre todo el esfinter). Luego ordefiar algunos chorros al piso y después
dentro del tubo. Con un marcador indeleble anotar el nimero de la vaca y
el cuarto sobre el tubo.

Si se toma una muestra compuesta de los 4 cuartos, recoger la leche de
todos los cuartos en el mismo tubo. Colocar la gradilla con los tubos en la
conservadora con abundante cantidad de refrigerantes, y remitir al
laboratorio dentro de las 24 hs.

Las muestras pueden ser congeladas por un periodo no mayor a cuatro
semanas. En tal caso consignar en el envio que las muestras han sido
congeladas.?

Leche individual o conjunto de muestras de leche hasta de 50
muestras/animales, se requiere de 100 pul de leche desnatada para cada
pocillo/muestra. Se recomienda centrifugar las muestras de leche durante
15 minutos a 2000 x g para retirar la capa de grasa (lipidos), o dejar

?L GOYENA. PEDRO, Indicaciones para la correcta toma y remisién de muestras leche
de tanque, seriadas y en cuartos. Disponible en:
http://www.lactodiagnosticosur.com.ar/instructivos/TOMA%20Y%20REMISION%20DE%
20MUESTRAS%20con%20logo.pdf.

2 Ibid., 2,3 p.
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reposar las muestras de leche hasta que se forme una capa de grasa en
la superficie. Pipetear debajo de la capa de grasa.?®

RECOLECCION DE MUESTRA DE HECES.

Es indispensable la aplicacion de medidas higiénicas estrictas como
medida de proteccion en la toma de muestras de heces, asi como seguir
las indicaciones especificas para cada tipo de animal, utilizando
recipientes limpios o estériles para la recoleccion de la muestra.

En las especies de talla grande es mas practico e higiénico obtener
muestras directamente del recto del animal, con un guante de plastico.
Una vez obtenida una muestra adecuada, el guante es reversado hacia
adentro, sirviendo de esta forma como recipiente de recoleccién, una vez
colectado se sella, se identifica y se envia refrigerada al laboratorio. En
los animales pequefios, las muestras fecales son obtenidas por medio del
termOmetro o una varilla de vidrio, aunque esta pequefia cantidad sera
apenas suficiente para un examen directo. En caso de no ser posible la
recoleccion directa se procedera a tomarla muestra directamente del
recto, se cuidara que la defecacion ocurra sobre un piso previamente
lavado. En este caso la muestra se recogera con guante plastico,
espatula de madera, tomando solo la capa superior que no entré en
contacto con el suelo.?*

TOMA DE MUESTRA DE ORINA.

El andlisis de orina es uno de los procedimientos de laboratorio mas
comunes aplicados a la practica veterinaria, es de gran ayuda para el
diagnéstico diferencial tanto de padecimientos generalizados como del
aparato genitourinario.

Para su recoleccibn es necesario emplear recipientes limpios,
preferentemente estériles. La muestra se recogera durante la miccién o
por sondeo, siendo este Ultimo mas adecuado por estar libre de detritus
uretral o vaginal. Es dificil cateterizar a un perro mas de una o dos veces

28 ELISA SVANOVIR®, Manual de Kits. BLV gp51: Ne articulos 10-2351-02 y 10-2351-
10. Disponible en: customer.servive@SVANOVA.com.

> PALMA. Op. cit., p. 4.

42


mailto:servive@SVANOVA.com

al dia puesto que la reaccion tisular al traumatismo, causa un
estrechamiento del lumen uretral a través del ospenis.

Orina, materia fecal; sujeta a diluciones y procesamiento propios de cada
prueba y kit.®

f. PRINCIPIO DEL METODO

En el principio intervienen muchas configuraciones posibles en la prueba
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA. Los siguientes son
los métodos principales base para todas las pruebas ELISA:

Para anticuerpos marcados:

A. ELISA Directo
B. ELISA Indirecto
C. ELISA sandwich (directo o indirecto).?®

Los tres sistemas se pueden utilizar para formar la base de un grupo de
ensayos llamada competencia o la inhibicién de ELISA:
Para antigeno marcado:

A. ELISA competitivo.

25 .

Ibid., 5 p.
?® CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009.
P.25.
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A. ELISA DIRECTA

Puede ser considerada como la forma mas simple de ELISA.

Tabla 1 Procedimiento ELISA Directa

Procedimiento llustracion
1. Se afade el antigeno a la fase
sélida y se absorbe

pasivamente en incubacion.

2. Después de la incubacion,
cualquier antigeno no unido se
elimina por lavado dejando la
fase solida recubierta.

3. Los anticuerpos especificos . ENL
para el antigeno se han - AENZ
marcado con una enzima
_(conjugado) se agregan y se "o,
incuba.

4. El conjugado se une con el
antigeno en fase sdlida.
Cualquier conjugado no unido

L
SEoNENL "E‘i
(libre) se elimina por lavado.

5. Una solucibn de sustrato /

. [ )
cromoforo se afade y la enzima (e A.ENL.
cataliza la reaccion para dar un By

5 MNENZ
producto de color. °®

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009. p.26.

ELISA directo. El antigeno se une a la fase sélida mediante absorcién
pasiva. Después del lavado, es marcado con la enzima y se afiaden
anticuerpos. Después de un periodo de incubacion y el lavado, al
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procedimiento se afiade el sustrato y permitiendo asi el desarrollo de
color.

Figura 1. ELISA DIRECTA

(O] +Ag oC

;
G ‘ LA

| M
‘ (i) L—Ag + Ab**Enz °C
} WASH
=
iv) ’ ‘—Ag"Ab**Enz
) ‘ F—Age**Ab**Enz +S . &
i) STOP
(viD) READ

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009.

El antigeno se diluye en un tampon (estadio 1), comunmente un pH alto
(9,6) carbonato o bicarbonato de amortiguacion o pH neutral; tampén de
fosfato en solucién salina (PBS). La clave es que el tampén no contenga
otras proteinas que podrian competir con el antigeno diana para su union
a la fase soélida en el plastico. Los antigenos son principalmente
proteinas en su naturaleza y se adjuntara a la forma pasiva al plastico
durante un periodo de incubacion. La temperatura y el tiempo de
incubacion no son tan importantes, pero la normalizacion de las
condiciones es de vital importancia, y el uso de las incubadoras a 37 ° C
es la 6ptima (ya que esta ampliamente disponible en los laboratorios).
Después de la incubacién, cualquier antigeno en exceso se elimina, por
un paso de lavado simple (fase ), llenando y vaciando el pozos,
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utiizando una solucion tampoén neutro (por ejemplo, PBS). Los
anticuerpos conjugados con la enzima, se afade (fase Ill), y se dirigen
especificamente contra sitios antigénicos en la fase obligada del sélido y
reactivo. Los anticuerpos conjugados se diluyen en un tampon, el cual
contiene una sustancia que inhibe la absorcion pasiva de proteinas, pero
que aun permite la union inmunoldégica. En la incubacion, los anticuerpos
se unen al antigeno. Una vez mas, un paso simple lavado se utiliza para
eliminar anticuerpos no unidos (estadio V). V etapa consiste en la
adicién de un sustrato adecuado o sustrato / cromdgeno combinaciéon de
la enzima en particular unido a los anticuerpos. El objetivo es permitir el
desarrollo de una reaccion de color a través de la catalisis enziméatica. La
reaccion permite el progreso por un periodo definido, después del cual
la reaccién se detiene (fase VI) mediante la alteracion del pH del
sistema, o mediante la adicion de un reactivo de la inhibicion. Por ultimo,
el color se cuantifica mediante la uso de un espectrofotdmetro de lectura
(etapa vii) en el momento adecuado longitud de onda para el color
producido. ¥’

B. ELISA INDIRECTA

Las etapas i y ii son similares a los del sistema directo. Fase Ill consiste
en la adicién de la marcacion de deteccidn de anticuerpos, que se diluyen
en un tampon para impedir la adhesion no especifica de las proteinas en
el suero de la fase sélida (el amortiguador de blogueo). Esto es seguido
por la incubacién y lavado del exceso (no ligado) a los anticuerpos, para
alcanzar determinados vinculantes (estadio V). Etapa V es la adicion del
conjugado (marcado con la enzima), especies de anticuerpos, diluido en
tampdn de bloqueo, una vez mas seguido de la incubacién y el lavado.

Después de lograr la union del conjugado (fase VI). Se afiade el Sustrato
/ croméforo al conjugado unido (fase VII) y el color se desarrolla, luego se
realiza la parada (etapa viii) y se lee (etapa ix) en un espectrofotdmetro.?
El sistema indirecto es similar al sistema ELISA directa en que el
antigeno esta conectado directamente a la fase sdlida y es seguida por
adicion de anticuerpos (deteccion de anticuerpos). Sin embargo, estos
afiadidos anticuerpos no estdn marcados con la enzima, pero se estan
conduciendo por los anticuerpos relacionados con la enzima. Estos

" Ibid., p. 28.
%8 Ibid., p. 28.
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anticuerpos son producidos contra las inmunoglobulinas de la especie en
la que se detectan y se producen los anticuerpos, estos reciben el
nombre de conjugados de anti-especie. Por lo tanto, si la deteccion de
anticuerpos se produce en conejos, la enzima marcada con anticuerpos
tendria que ser anti-conejo Igs en la naturaleza. Esto permite una gran
flexibilidad en el uso de especies anti-conjugados en que diferentes
especificidades de conjugado.

Figura 2. ELISA Indirecta.

@ *Ag s
L was -

(i) —Ag

G —Ag  +Ab %
\— WASH o

(@iv) —Ag**Ab

) -Ag++Ab +AntiAb**Enz °C

WASH

(vi) r—Ag**Ab**AntiAb**Enz

(vii) F--Ag*+Ab*+AntiAb**Enz +S <«
T s
[ ® READ -

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009. p.29

Se puede utilizar en particular para detectar la union de inmunoglobulina
en el ensayo, y hay literalmente miles de conjugados disponibles
comercialmente. Por ejemplo, el conjugado anti-especie podria ser anti-
IgM, anti-IgG 1, IgG anti-2, y asi sucesivamente. El sistema indirecto
ofrece la ventaja de que cualquier nimero de antisueros pueden ser
examinadas por la uniébn a un antigeno determinado, utilizando un solo
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conjugado anti-especie. Estos sistemas han sido fuertemente explotados
en aplicaciones de diagnostico, sobre todo cuando se examina (cribado)
un gran numero de muestras. Uno de los problemas que estos sistemas
tienen es el mayor o menor grado de unién no especifica en sueros
individuales. Esto tiende a aumentar la dispersion (variabilidad) en los
resultados del ensayo y, por tanto, aumenta la necesidad de procesar
muchos sueros para evaluar la confianza.?

Tabla 2. ELISA Indirecta.

Procedimiento llustraciéon

1- Antigeno absorbido de forma
pasiva a la fase sélida mediante
la incubacion.

2- Los anticuerpos se agregan y
se incubaron con el antigeno en
fase solida. Los que son
especificos se unen al antigeno.
El exceso de anticuerpos o
componentes que no son

vinculantes son lavados
después de la fase de
incubacion.

3- Los anticuerpos marcados con
la enzima (conjugado)
conducidos, contra la especie
en la que los anticuerpos
originales fueron producidos
(anti-especie).

% |bid., p. 29.
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4- Estos se unen a los anticuerpos
que se unen al antigeno. EIl
exceso de conjugado se elimina
por lavado después de un
periodo de incubacion.

5- Sustrato / croméforo se afade
color y se desarrolla como
resultado de la enzima presente.
Después de un periodo de
incubacion, el desarrollo del
color se detiene y se lee por
espectrofotometria.

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009. p.30.

ELISA indirecto. Los anticuerpos de una especie en particular reaccionar
con el antigeno unido a la fase soélida. Cualquier limite en
los anticuerpos se detecta mediante la adicion de un antisuero anti-
especie marcado con la enzima. Esto es ampliamente utilizado en
diagnéstico.

B. ELISA sandwich

Se puede dividir en dos sistemas, que han sido nombrado como ELISA
sandwich directa y ELISA sandwich indirecta.*

1. ELISA sandwich directa. Implica la unién pasiva de anticuerpos a la
fase soélida (estadios | y Il). Esta es una (captura de anticuerpos),
entonces se unen al antigeno (s) que se agregan en la etapa

% Ipid., p. 30.
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Figure 3. ELISA Sandwich Directa

| [0) tAb  °C WASH (i) ﬁ—-Ab

i 7 (iii) }r—Ab+Ag °C WASH (i\i i.Ab.. Ag
(] (-Ab®eAg +Ab**Enz "(7‘7 WASH
(‘ii) r—-Ab¢ ¢+ Ag++Ab**Enz

(vii) +—-Abe®*Age*Ab**Enz + S @

(vii)  STOP

(ix) READ
Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009.p. 31.

iii. El antigeno (s) se diluyen en un tampon de bloqueo para evitar el
apego inespecifico a la fase sélida. En este caso, los componentes del
tampén de bloqueo no deben contener antigenos que podrian unirse
a los anticuerpos de captura. Después de la incubacion y el lavado, un
anticuerpo complejo se une con el antigeno en la fase sélida (etapa IV).
El antigeno capturado (a veces conocido como atrapado) es
detectado por la suma y la incubacion de la enzima marcada y de los
anticuerpos especificos en el tampén de bloqueo (fase V). Por lo tanto, se
trata de conjugar la union directa con los objetivos antigénicos en la
captura antigena. Este segundo anticuerpo puede ser la misma que la
utilizada para la captura, o ser diferentes en términos de origen animal
especifico o especies en las que se ha producido. Después de la
incubacion y el lavado (fase VI), la enzima ligada es desarrollada por la
adicion de sustrato / cromégeno (fase VIl), luego se detuvo (etapa viii), y
finalmente lee mediante un espectrofotémetro (etapa ix).*

% Ibid., p. 31.
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Tabla 3 ELISA Sandwich Directa.

Procedimiento llustracién

1- Anticuerpos unidos pasivamente
a fase solida mediante la
incubacion en tampon.

2- Los anticuerpos libres se lavan y
se afade el antigeno.

3- El antigeno es capturado por los
anticuerpos de recubrimiento
durante la incubacion. El
antigeno no unido se eliminan
por lavado.

4- Los anticuerpos conjugados son
conducidos contra el antigeno.
Estos anticuerpos pueden ser
de la misma preparacion que se
utiliza en la fase sdlida o de una
fuente diferente (especies).

5 - La union del conjugado durante
la incubacion completa el
"sandwich". El conjugado libre
se elimina por lavado.
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6- Se afiade el cromoforo / sustrato
y el color se desarrolla por un
tiempo definido. La reaccion de
color se detiene y es cuantificado
en un espectrofotometro.

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009. P. 32.

ELISA sandwich Directa. Este sistema explota a los anticuerpos unidos a
una fase sdlida a la captura de antigeno. ElI antigeno
es detectado utilizando suero especifico para el antigeno. El anticuerpo
esta marcado con enzima para su deteccion. El anticuerpo de captura
y el anticuerpo de deteccion puede ser el mismo suero o de diferentes
animales de la misma especie o de diferentes las especies. El antigeno
debe tener al menos dos sitios antigénicos diferentes.

2- ELISA sandwich Indirecto

Las fases I-IV son muy similares a sandwich directo.
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Figura 4. ELISA Sandwich Indirecta

@) | +Ab  °C WASH (ii) | ‘—/\b
[ M

(i) %w,\h +Ag  °C WASH ) :——Ah"/\g
1 M

) ‘W---AbNAg +AB h & WASH
i (i) [ L-/\b’ *Age °ABW )

(vii) ‘-—-Ab"Ag’ *AB +AntiAB**Enz C WASH
(wiii) F-—-Abe¢*Age+ AB* * AntiAB**Enz

) ‘ —Ab®*Age*AB**+AntiAB**Enz + S

®  STOP

6 READ
Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009. P. 33.

Por lo tanto, los anticuerpos son pasivamente unidos a la fase sélida y el
antigeno (s) es capturado. Sin embargo, la etapa v implica la adicién un
detector de anticuerpos. En este caso, los anticuerpos no estan marcados
con la enzima. Después de la incubacion y el lavado (fase VI), la
deteccion de anticuerpos se realiza mediante la adicion y la incubacion
con un conjugado enzimatico anti-especies (fase VII). El conjugado unido
Iuegzo es procesado como se describe en los otros sistemas (etapas xiii-
IX).

La ventaja de este ensayo es que cualquier numero de diferentes
fuentes de anticuerpos (muestras) se pueden afadir al retrato del
antigeno, una condicién en la que la especie en que se ha producido no
sea el mismo que el anticuerpo de captura. Mas especificamente, la
enzima conjugada anti-especie de anticuerpo no reacciona con los
anticuerpos que utiliza para capturar el antigeno. Es posible utilizar la
misma especie de anticuerpos si las técnicas de inmunoquimica se

%2 Ibid., p. 34.
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utilizan para seleccionar y producir formas particulares de anticuerpos y
con la atencién y la especificidad del conjugado de enzima utilizado.

Tabla 4. ELISA Sandwich indirecta

Procedimiento llustracién

1- Los anticuerpos unidos
pasivamente a fase solida
mediante la incubacion en
tampon.

2- Los anticuerpos libres son
lavados y Iluego afade el
antigeno.

3- El antigeno se une a los
anticuerpos en fase sdlida
durante la incubacion, el
antigeno libre es arrastrado.

4- Los anticuerpos contra el
antigeno se afiaden, se trata de
una especie diferente de
anticuerpos en fase solida.

5- El segundo anticuerpo se une a
la incubacién, los anticuerpos
libres son lavados. Esto
completa "sandwich" del
anticuerpo. Esto no puede ser

% Ibid., p. 34.

54




de una misma especie, como
anticuerpos de recubrimiento.

6- Al conjugado anti-especie se
afiade el segundo anticuerpo
gue se prepar6. Esto no puede
reaccionar con los anticuerpos
en fase sélida. Después de la
incubacion del conjugado no
unido se elimina por lavado.

7- ElI sustrato / cromoforo es
afiadido y el desarrollo del color
es permitido en incubacion. La
reaccion se detiene y se
cuantificaran mediante un
espectrofotometro.

Fuente: CROWTHER R. JOHN, The ELISA guidebook. 2da edicién. Vienna: Austria 2009.

Sandwich ELISA indirecto. El antigeno es capturado por un anticuerpo en
fase solida. El antigeno se detecta con el uso de anticuerpos
de otra especie. Esto a su vez esta requerido por un conjugado anti-
especie. De este modo, la especie de suero para el recubrimiento
y la deteccién de anticuerpos deben ser diferentes; el conjugado anti-
especie no puede reaccionar con los anticuerpos de recubrimiento.3*

ANTIGENO MARCADO

1. ELISA Competitiva.

Consta de las siguientes etapas:

1. Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente

patdbgeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados
deficientemente o no fijados.

% Ibid., p. 35.
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2.

3.

g.

Adicion en concentracion conocida de una mezcla de antigenos del
anticuerpo utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima y
antigenos desconocidos objeto de estudio. Paralelamente, se afade
Unicamente antigenos del anticuerpo usado en el paso anterior,
marcados con una enzima. Lavar para eliminar los antigenos que no
hayan reaccionado.

Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura colorimétrica del producto final coloreado de ambas pruebas y
comparar los resultados. Si las lecturas de ambas pruebas son
analogas, el antigeno a estudio no tienen nada que ver con los
anticuerpos empleados para tapizar el soporte. Si hay diferencia en las
lecturas de ambos pocillos, el antigeno objeto de estudio, esta
relacionado serolégicamente con el anticuerpo empleado para tapizar
el soporte y la diferencia de densidad Optica, es proporcional a la
concentracién del antigeno problema en la muestra.®

PASOS GENERALES DE LA PRUEBA ENSAYO POR

INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA).

1. Tapizado del pocillo con el antigeno o anticuerpo.

2.

Adicibn de la muestra problema con la mezcla de antigenos o

anticuerpos.

3. Unidn del antigeno o anticuerpo especifico al anticuerpo o antigeno
tapizado en el pocillo

4. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no
unido

5. Adicion del anticuerpo secundario marcado con la enzima

6. Unién del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo

% X FUENTES ARDERIU, Bioquimica Clinica y patolégica molecular. Vol. 1, editorial Reverte, 1998. P.352.
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7. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de enzima no unida
8. Adicion del substrato
9. Union del substrato a la enzima

10. Desarrollo del color®

h. MONTAJE DEL PROCEDIMINETO (KIT DE ELISA, SVANOVIR®).

INFORMACION GENERAL SOBRE EL KIT Y LOS REACTIVOS

Conservar el kit y los reactivos de 2-8 °c.

Figura5 Almacenamiento de los reactivos, Kit SVANOVIR

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinario de La Universidad de Narifio

Antes de su uso, debe dejar que los reactivos alcancen una temperatura
ambiente de 18 a 25 °c.

% TORTORA J. Gerard, FUNKE R. Bredell, CASE |. Christine. Introduccion a la microbiologia, ed.
Panamericana, 2007, p. 543.
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Figure 6. Kit SVANOVIR®

Bovine Virus Diarthoea Virus Antibody Test
E8 Bovine Virus Diarrhoea Virus Antikorper Test

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinario de La Universidad de Narifio

Figure 7. Kit SVANOVIR®

Fuente: Laboratorio Clinico Vetérinario de La Universidad de Narifio

No contaminar o mezclar los componentes del kit, todos los componentes
del kit son estables hasta fecha de caducidad indicada en la etiqueta,
mantener los frascos bien cerrados y protegidos de la luz.

En algunos casos la solucion frenadora contiene acido sulfirico que es
corrosivo.*’

Figura 8. Microplacas (antigeno Inmovilizado en los pocillos).

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio

%" ELISA SVANOVIR®. Op. Cit. P. 13.
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Figura 9. Microplacas 8/12 pocillos.

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio

MATERIALES NECESARIOS

Pipetas de precision (de 4-200ul).

Puntas de pipetas desechables.

Agua destilada, deionizada o cualquier otra agua altamente purificada.
Botella para enjuague.

Recipiente de 1-2 litros para PBS- Tween.

Fotometro de microplacas, filtro de 450nm

oukhwbdE

REACTIVOS

1. HRP (Pero6xidasa de rabano picante), el conjugado forma un complejo
con los anticuerpos buscados.

Figure 10 Reactivo HRP (Perdxidasa de rabano picante).

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio

2. Solucion de Tween: se diluye la solucion de PBS-Tween 20 * en una
proporcién de 1/20 en agua destilada. Preparar 500ml por placa de
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afiadiendo 25 ml de solucién de PBS-Tween a 475ml de agua destilada y
mezclar bien.

Figure 11 Solucién de PBS- Tween 20.

ﬂl"

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratbrio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio
3. Marcador enzimatico. Enzima sustrato tampon

Figure 12 Solucion substrato (TMB).

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio

60



4. Solucioén de Frenado:

Figure 13. Solucién de Frenado (H2SO4).

A

Fuente: Kit SVANOVIR® Laboratorio Iio Veterinario de la Universidad de Narifio

MONTAJE DEL PROCEDIMINETO
El procedimiento de este kit se basa en un ELISA indirecto en donde las
muestras se exponen a un antigeno inactivado inmovilizado en pocillos de

microplacas/tiras. Si las muestras contienen anticuerpos buscados, estos
reaccionaran con el antigeno inmovilizado en la microplaca.®

PASOS Kitde ELISA, SVANOVIR®.

1. Antes de su uso, dejar que los reactivos alcancen una temperatura
ambiente de 18-25 oC. marcar cada tira con un numero.

2. Afadir las muestras. Los sueros controles negativos y positivos
incluidos el kit, se utilizan tanto para muestra de suero como de leche.

Muestras de suero utilizando 4 pl de las muestra.

a. Agregar 100pl de solucion PBS-TWeen a cada pocillo que va a
utilizarse para las muestras de suero y suero controles.

% ELISA SVANOVIR®, Manual de Kits. BLV gp51: No articulos 10-2351-02 y 10-2351-
10. P. 12. Disponible en: customer.servive@SVANOVA.com.
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b. Agregar 4ul de suero control positivo (reactivo A) y 4ul de suero
control negativo (reactivo B), respectivamente, a los pocillos
apropiados sensibilizados con antigenos buscados y al pocillo
apropiado sensibilizados con antigeno buscado y a los pocillos
correspondientes con antigeno control. Para su confirmacion se
recomienda correr controles en duplicado.

c. Agregar 4 pl de la muestra en el suero al pocillo apropiado
sensibilizado con el antigeno buscado y al pocillo correspondiente con
el antigeno control. Para confirmacion se recomienda correr muestras
en duplicado.*

Muestras de suero utilizando 10ul de la muestra.

a. Agregar 90ul de la solucién de PBS-Tween a cada pocillo que va a
utilizarse para las muestras de suero y suero controles.

b. Agregar 10 pl de suero control positivo (reactivo A)y 10ul de suero
control negativo(reactivo B)respectivamente, a los pocillos apropiados
sensibilizados con el antigeno buscado y a los pocillos
correspondientes con antigeno control. Para confirmacion se
recomienda correr controles en duplicado.

c. Agregar 10upl de la muestra en el suero al pocillo apropiado
sensibilizado con el antigeno buscado y al pocillo correspondiente con
antigeno control. Para confirmacion se recomienda correr muestras en
duplicado.

Muestras de leche.
a. Ver muestras de suero utilizando 4pl de la muestra (puntos Ay B).

b. Para procedimiento alternativo: Pre-diluir el suero control positivo
(reactivo A) y suero control negativo (reactivo B) 1:25 en solucion
tampon PBS Tween (por ejemplo 20ul en 500ul de solucion de PBS
Tween).agregar 100upl del control de suero positivo pre-diluido
(reactivo A) y suero control negativo (reactivo B) respectivamente a los
pocillos apropiados. Para confirmacion se recomienda correr los
controles de suero en duplicado.

% Ibid., p. 14.

62



3. Agitar la placa bien pero cuidadosamente. Sellar la microplacaltiras e
inc%:)ar a 37 °C por una hora o durante la noche (16-20 horas) a 4-8
oC.

Figure 14 STAT FAX 2200-INCUBADOR/SHAKER

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio.

4. Enjuagar las placas/tiras 3 veces con solucion PBS Tween; en cada
ciclo de enjuague, rellenar los pocillos, vaciar la placa y golpearla
sobre una superficie cubierta con un material absorbente para eliminar

todo resto de liquido.**

Figure 15. STAT FAX 2600- Lavador.

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinrio de la 'Univedad de Narifio.

0 Ibid., p. 14.
* Ibid., p. 14.
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5. Agregar 100pl del conjugado HRP a cada pocillo, sellar la
microplaca/tiras e incubar a 37c¢ por una hora.

6. Repetir el paso 4.

Figure 16. STAT FAX 2600-Lavador.

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio.

7. Agregar 100ul de la solucion de sustrato a cada pocillo e incubar por
10 minutos a temperatura ambiente (18-25c). Activar el cronometro
una vez que haya llenado el primer pocillo.

8. Frenar la reaccion agregando 50 pl de la solucién frenadora en el
mismo orden como con la solucién substrato en el paso #7.

9. Medir la densidad 6ptica (DO) de las muestras y o controles a 450mm
con un fotbmetro para microplacas (aire como blanco).
Medir la densidad optica dentro de 15 minutos después de haber
agregado la solucién frenadora para asi prevenir la fluctuacion de los
valores de OD.*

2 bid., p. 14.

64



Figure 17. STAT FAX 3200- Lector.

Fuente: Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad de Narifio.

Nota: La cantidad de muestra necesaria para el montaje de la Prueba varia, las especificaciones propias de
cada patologia a evaluar estan disponibles en el inserto incluido en el Kit.

i. CALCULOS

Los célculos de los resultados se realizan en dos pasos.

1. Valores de Densidad Optica Corregidos (DO Corr)

Los valores de densidad 6ptica (DO) de los pocillos recubiertos con el
antigeno se corrigen restando los valores de OD de los pocillos
correspondientes que contienen el antigeno control.

oD (Antigeno) — DO (control) = OD corr.

2. Valores positivos porcentuales (PP)
Todos los valores de DO corregidos de las muestras y controles negativos

(c neg.) se relacionan con el valor de DO corregido del control positivo.*?

PP= DO corr. Muestra o control neg.
x 100

DO corr. contral positivo.

“ Ibid., p. 15.
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j. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La lectura de los resultados puede ser valorada tanto visual como
colorimétricamente. A simple vista, pueden ser leidos ciertos ensayos
rutinarios en los que no haga falta una cuantificacion y no se presenten
abundantes casos dudosos (el ojo humano no es capaz de discernir una
variacion de 0,1 de densidad Optica) ya que dicha lectura visual tendré el
inconveniente de la subjetividad y el de diagnosticar equivocadamente los
casos limite.

Una de las grandes ventajas de la técnica ELISA es la posible
automatizacion de la lectura y, por lo tanto, su objetividad. Dicha
automatizacion se puede conseguir con un simple colorimetro o
espectrofotometro de cubeta o con sofisticados equipos de lectura
automatica de microplacas.

Los resultados finales de la lectura colorimétrica se reflejan
numeéricamente mediante valores de absorbencia o densidad 6ptica que
se obtendran a la longitud de onda més adecuada para la coloracion final
alcanzada.

Criterios de validéz de la prueba: para confirmar la validéz, los valores
duplicados de DO del control positivo no debe diferir en més de un 25 %
del valor medio de los dos duplicados. Ademas, los valores (de suero y
leche) deben encontrarse entre los siguientes limites:

DO cor. Control positivo >0,5
PP Control negativo < 7
Si no se cumple alguno de estos criterios, la prueba no se considerara

valida. Si la prueba no es valida, es probable que se deba a la técnica
empleada y la prueba debe repetirse.**

* Ibid., p. 16.
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Tabla 5. Resultados Incubacién corta (1hora) Kit SVANOVA®

Muestra PP Interpretacion
Suero (pl) <() Negativo
Dudoso
2% ; Positivo
Suero (pl) <() Negativo
>() Positivo
Leche <() Negativo
>() Positivo

Fuente: Inserto Kit de ELISA, SVANOVIR®

Nota: Los valores mostrados de PP son propios de la patologia evaluar, por lo tanto se debe remitir a los
insertos propios de cada Kit y marca.

Tabla 6. Interpretacién de Resultados Incubacion Larga (Durante la Noche) Kit SVANOVA®

Muestra PP Interpretacion
Suero (pl) <§ ; Negativo
Dudoso
>() Positivo
Suero (pl) <() Negativo
2() Positivo
Leche <() Negativo
2() Positivo

Fuente: Inserto Kit de ELISA, SVANOVIR®

Nota: Los valores mostrados de PP son propios de la patologia evaluar, por lo tanto se debe remitir a los
insertos propios de cada Kit y marca.

Para confirmar los resultados de la prueba, los valores duplicados de PP
positivos y negativos deben interpretarse por igual y por separados. En
caso de discrepancia, se recomienda repetir la prueba.

En caso de duda la prueba debe repetirse. Si el resultado es todavia
dudoso, se recomienda correr una segunda muestra del animal, obtenida
después obtenida después de un periodo de por lo menos 3 semanas.

Interpretacion de las muestras de leche en tanque

PP Interpretacion
<() Hatos negativos

() Dudoso/ repetir la prueba
> () Hatos positivos

67




k. CONTROL DE CALIDAD.

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros de control
patoldgico, sueros controles, realizar mantenimiento y calibrar equipos.

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, se
debe revisar el instrumento, los reactivos y la técnica.

Cada laboratorio debe disponer su propio control de calidad y establecer

correcciones en los casos de que los controles no cumplan con las
tolerancias.
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I. FORMULARIO DE IMPRESOS

1. Formulario de recepcion de muestras.
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2. Formulario de entrega de resultados.
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Il. PAUTAS DE MANTENIMIENTO BASICO DE EQUIPOS.

Mantenimiento basico del analizador de ELISA (espectrofotometro).
Frecuencia: Diaria

1. Revisar que los sensores opticos de cada canal estén limpios. Si se
detecta suciedad, limpiar con un pincel la superficie de las ventanas de
los emisores de luz y de los sensores.

2. Confirmar que el sistema de iluminacion esté limpio.

3. Verificar que la calibracion del analizador es adecuada. Cuando se
inicien las operaciones diarias, permitir que el analizador se caliente
durante 30 minutos. A continuacion, realizar una lectura en blanco y luego
leer un médulo lleno de sustrato.

Las lecturas deben ser idénticas. Si no lo son, invertir el médulo y repetir
la lectura, a fin de determinar si la desviacion se origina en el médulo o en
el lector.

4. Examinar el avance automaético de la placa. El mismo debe ser suave y
constante. Mantenimiento preventivo.

Frecuencia: Trimestral
1. Verificar la estabilidad de la lampara. Usar el filtro de calibracion,
efectuando lecturas con intervalos de 30 minutos o una misma placa.

Comparar las lecturas. No deben existir diferencias.

2. Limpiar los sistemas opticos de los detectores y los sistemas de
iluminacién.

3. Limpiar el mecanismo de avance de la placa.

4. Verificar la alineacion de cada pozo con los sistemas emisores y
detectores de luz. Anexo A.
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Mantenimiento basico del lavador de ELISA.

Frecuencia: Diaria

1. Verificar el volumen dispensado.

2. Comprobar la uniformidad del llenado.

3. Verificar la eficiencia del subsistema de aspiracion.

4. Confirmar la limpieza de las agujas de suministro y extraccion.

5. Limpiar el lavador con agua destilada después de haberlo utilizado,
para remover cualquier vestigio de sal en los conductos de los
subsistemas de suministro y extraccion. Las agujas pueden mantenerse
sumergidas en agua destilada.

6. Verificar la limpieza del cuerpo del lavador. Si es del caso, limpiar las
superficies exteriores con una pieza de tela humedecida, con un
detergente suave.

Frecuencia: Trimestral

1. Desensamblar y limpiar los conductos y conectores. Verificar la
integridad de los mismos. Si de detectan fugas o vestigios de corrosion,

ajustar y/o reemplazar.

2. Verificar la integridad de los componentes mecanicos. Lubricar de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

3. Comprobar el ajuste de cada uno de los subsistemas. Calibrar de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

4. Confirmar la integridad del conector eléctrico y el cable de
interconexion.

5. Verificar la integridad del fusible, y que sus puntos de contacto estén
limpios. Anexo C.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

Las exigencias de calidad en los laboratorios requieren una serie de
consideraciones de tipo logistico, en infraestructura, personal
administrativo y profesional que garanticen la implementacion adecuada
de los diferentes items de calidad establecidos nacional e
internacionalmente; dentro de estas exigencias estan la de homogenizar
al maximo las operaciones dentro de una de la aéreas que se quieren
mejorar, en estos los manuales de procedimientos juegan un papel
importante.

El manual de procedimientos se desarroll6 de acuerdo a las condiciones
propias de Laboratorio de Diagnostico Veterinario, teniendo en cuenta el
tipo de equipos empleados, su ubicacion y caracteristicas especiales, ya
que pueden presentarse diferencias relacionadas con la técnica y los
procedimientos de un laboratorio a otro.

En cuanto a la técnica utilizada en la prueba de diagnostico se concluye
en su totalidad, la existencia de pasos generales y especificos durante en
el procedimiento de la prueba de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas ELISA, las variaciones en el procedimiento radican; en el tipo de
ELISA a desarrollar, tipo de muestra a evaluar y especificaciones propias
de cada Kkit.

Este manual se convierte en una evidencia fiable del control de calidad de
los procedimientos internos del laboratorio, ademas que da cumplimiento
a los requerimientos legales de la Resolucion 1599 de 2007, del ICA,
para el registro de los mismos.

Al mismo tiempo se convierte en una herramienta académica tanto para
los docentes como para estudiantes de la universidad de Narifio, dentro
de las diferentes asignaturas brindadas en el programa de Medicina
Veterinaria.

Este trabajo es un primer paso en la aplicacion de la prueba en el
laboratorio, ya que es necesario referenciar y estandarizar valores
propios de nuestra region mediante la elaboracion de investigaciones que
permitan establecer los valores de referencia propios del laboratorio.
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7.2 RECOMENDACIONES
e Realizar control de calidad diario, en el montaje de la prueba, con el
uso de los sueros controles negativo y positivo propios de cada Kit.

e Calibrar preventiva y correctivamente los equipos, para evitar
alteraciones en la emisiéon de resultados.

e Capacitacion y actualizacion al personal de laboratorio, para prestar
un mejor servicio.

e La previa estandarizacion de cada prueba, permite tener puntos de
corte (referencias), que son elementos claves a la hora de realizar la
interpretacion.
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