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Información general

Este kit de diagnóstico está destinado a la detección 
de anticuerpos dirigidos contra la Brucella abortus
(bovinos), melitensis (ovinos y caprinos) y suis
(cerdos). 

Puede ser utilizado en sueros y plasmas individuales 
de bovinos, ovinos,  caprinos y porcinos o mezclas  
bovinas  de hasta 10 sueros.  

Descripción y principio

Los pocillos son sensibilizados con el lipopolisacárido 
(LPS) de Brucella abortus. 

Las muestras a analizar y los controles son 
distribuidos en los pocillos, diluidos al 1:20. Los 
anticuerpos anti-Brucella, si están presentes, formarán 
un complejo antígeno-anticuerpo. 

Un conjugado multi-especie marcado a la peroxidasa 
(HRP) es distribuido en los pocillos. Éste se fija a los 
anticuerpos anti-Brucella, formando un complejo 
antígeno-anticuerpo-conjugado-HRP 

Luego de la eliminación del conjugado en exceso 
mediante lavado, la reacción es revelada a través una 
solución de revelación (TMB). 

La coloración que resulta está ligada a la cantidad de 
anticuerpos específicos presentes en las muestras a 
analizar. 

− En presencia de anticuerpos en las muestras, 
aparece una coloración azul que se convierte en 
amarilla luego de añadir la solución de parada. 

− En ausencia de anticuerpos en las muestras, no 
aparece ninguna coloración. 

La lectura es realizada a una longitud de onda de 
450 nm. 

Componentes

Reactivos* 

Microplacas sensibilizadas con el LPS de 
Brucella (12x8)

Conjugado concentrado (10X) 
Control positivo 
Control negativo 
Diluyente 2 
Diluyente 3 
Solución de lavado concentrada (20X) 
Solución de revelación 
Solución de parada (0.5M)  

* Las cantidades que se suministran están indicadas
en la etiqueta del kit. 

1. El conjugado, los controles y la solución de 
revelación deben conservarse a 5°C (± 3°C). 

2. El resto de reactivos puede conservarse de +2°C 
+26°C. 

3. Los componentes con la misma denominación de 
los kits IDvet son compatibles para otras técnicas 
diferentes (solución de lavado, diluyente).  

Nota: Si necesita, IDvet tiene a su disposición 
volúmenes suplementarios de reactivos.

Materiales necesarios no incluidos

1. Micropipetas o pipetas monocanales o 
multicanales de volúmenes 10 µl, 100 µl y 200 µl.  

2. Tips para pipetas desechables. 

3. Lector de microplacas de 96 pocillos. 

4. Agua destilada o desionizada.  

5. Lavador de placas (manual o automático) 

6. Placa de pre-dilución, formato 96 pocillos. 



Precauciones de uso

1. No pipetear con la boca. 

2. La solución de Revelación puede ser irritante para 
la piel. 

3. La solución de parada (0,5 M) puede ser peligrosa 
en caso de ingestión y puede causar sensibilización 
en contacto con la piel (R22-43). Evitar el contacto 
con la piel (S24-37). 

4. No exponer la solución de revelación a la luz o 
agentes oxidantes. 

5. Descontaminar todos los reactivos antes de su 
eliminación mediante inmersión durante 1 hora 
como mínimo en una preparación reciente de 
hipoclorito de sodio al 5%, antes de eliminar o 
autoclavar a 120°C. 

Preparación de la solución de lavado

Es necesario equilibrar la Solución de lavado 
concentrada (20X) a temperatura ambiente (21ºC +/- 
5ºC) y agitar correctamente para obtener la disolución 
de los cristales. 

Preparar la Solución de lavado (1X) diluyendo 1:20 la 
solución de lavado (20X) en agua destilada/desionizada. 

Procedimiento

Colocar todos los reactivos a temperatura ambiente 
(21°C ± 5°C) antes de ser utilizados y homogenizarlos 
por vortex o por inversión. 

1. Distribuir: 

• 190 µl de Diluyente 2 en cada pocillo. 
• 10 µl de Control negativo en los pocillos A1 y B1. 
• 10 µl de Control positivo en los pocillos C1 y D1. 
• 10µl de cada muestra o mezcla de 10 sueros a 

analizar en cada uno de los pocillos restantes. 

2. Incubar 45 min* (± 4 min) a 21°C (±5°C)  

* Únicamente para los sueros individuales, existe 
también la posibilidad realizar una incubación 
nocturna (protocolo largo), entre 16 y 20 horas a 
21°C (±5°C). 

3. Lavar 3 veces cada pocillo con aproximadamente 
300 µl de Solución de lavado. Evitar el desecado 
de los pocillos entre los lavados. 

4. Preparar el Conjugado 1X diluyendo el 
Conjugado concentrado 10X al 1:10 (protocolo 
corto) o al 1:20 (protocolo largo – sueros 
individuales únicamente) en Diluyente 3. 

5. Distribuir 100 µl del Conjugado 1X a todos los 
pocillos. 

6. Incubar 30 min ±±±± 3 min a 21°C (±5°C).  

7. Lavar 3 veces cada pocillo con aproximadamente 
300 µl de Solución de lavado. Evitar el desecado 
de los pocillos entre los lavados. 

8. Distribuir 100 µl de Solución de revelación en 
cada pocillo. 

9. Incubar 15 min ±±±± 2 min a 21°C (±5°C) en la 
obscuridad. 

10. Distribuir 100 µl de Solución de parada en cada 
pocillo para detener la reacción. 

11. Leer a una densidad óptica de 450 nm. 
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Validación

El test es válido si: 

 el valor medio de la densidad óptica de los 
controles positivos (DOCP) es superior a 0.350. 

DOCP > 0.350 

 el cociente entre la media de los controles positivos 
(DOCP) y la media de los controles negativos (DOCN) 
es superior a 3. 

DOCP / DOCN > 3 

Interpretación

Para cada muestra, calcular el porcentaje S/P (S/P%):  

DOmuestra - DOCN
S/P % =                  x 100 

DOCP - DOCN 

Para sueros o plasmas individuales

Las muestras que presentan un S/P%: 

 inferior o igual a 110% son consideradas como 
negativas. 

 superior a 110% e inferior a 120% son 
consideradas como dudosas. 

 superior o igual a 120% son consideradas como 
positivas. 

Resultado Estatus 

S/P %  110% NEGATIVO 
110%< S/P % < 120% DUDOSO 

S/P %  120% POSITIVO 

Para las mezclas de sueros, incubación corta:

Las muestras que presentan un S/P%: 

 inferior o igual a 20% son consideradas como 
negativas. 

 superior a 20% son consideradas como 
positivas. 

Resultado Estatus 

S/P %  20% NEGATIVO 
S/P % > 20% POSITIVO 
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