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1. OBJETO

Describir las actividades que se deben realizar para la toma y envio de muestras de encéfalo
para el diagndstico de Rabia y de tallo encefalico para el diagndstico de Encefalopatia
Espongiforme Bovina, las mismas que son enfermedades de gran impacto econémico y riesgo
para la salud publica, con la finalidad de que éstas lleguen en Optimas condiciones para su
procesamiento y analisis.

2. ALCANCE

El presente instructivo hace referencia a la toma y envio de muestras al laboratorio para los
diagnosticos, tanto de Rabia en las diferentes especies animales de interés sanitario, asi como
de Encefalopatia Espongiforme Bovina, y deberd ser aplicado por los técnicos de las
Direcciones Distritales y Articulaciones Territoriales de AGROCALIDAD vy por los técnicos
que operaran en mataderos a nivel nacional, esto exclusivamente para Encefalopatia
Espongiforme Bovina.

3. REFERENCIAS

Se utiliza la version vigente de los siguientes documentos:

3. 1. Documentos utilizados en la elaboracion

DOCE/V/033. Manual de Diagndstico Laboratorial de Raiva. Ministerio de Salud.
Secretaria de Vigilancia en Salud, departamento de Vigilancia Epidemioldgica serie
A. Normas y Manuales Técnicos. Brasilia-DF.

DOCE/V/046. Ensayo para la deteccién in vitro de la PrP relacionadas con las EETS.
PGC/LA/O1. Gestion de la Documentacion

DOCE/V/063. Programa Nacional Sanitario de Prevencion y Control de la rabia.
DOCE/V/064. Codigo Sanitario para los Animales Terrestres. Infeccion por el virus
de la rabia.

DOCE/V/021. Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para los
Animales Terrestres. Capitulo Rabia. OMSA

DOCE/V/066. Programa Nacional Sanitario de Vigilancia y Prevencién de
Encefalopatia Espongiforme Bovina-AGROCALIDAD.

DOCE/V/067. Procedimiento Operativo para el diagndstico de las EET/animales.
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA-ARGENTINA). Laboratorio
de referencia para las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles de los Animales.
DOCE/V/068. Toma, conservacion y envio de muestras al Laboratorio- Instituto
Pasteur (IP-Brasil), Laboratorio de Virologia-Seccién de Diagnostico.

DOCE/V/069. Van Gelderen, C. (2013). Analisis de los factores de riesgo asociado a
la Encefalopatia Espongiforme Bovina, EEB, 55-73. ISBN: 978-987-1996-07-01.
DOCE/V/070 Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los
Animales Terrestres. Capitulo 1.1.3. Transporte de muestras biol6gicas. Organizacion
Mundial de Sanidad Animal.
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3.2. Documentos y registros a utilizar conjuntamente con el Instructivo

e Formato de Orden de trabajo del laboratorio de Virologia vigente.

4. GENERAL

4.1. Definiciones

*

Asepsia: Conjunto de procedimientos cientificos destinados a preservar de
gérmenes 0 microbios una instalacién o un organismo.

Desinfectante: Productos que permite eliminar los microorganismos, como las
bacterias o los virus.

Potencialmente infeccioso: Productos bioldgicos que pueden causar trastornos
patoldgicos al individuo.

Glicerina tamponada: Liquido espeso, neutro, de sabor dulce, que al enfriarse se
vuelve gelatinoso al tacto y a la vista, y que tiene un punto de ebullicion alto. La
glicerina puede ser disuelta en agua o alcohol, pero no en aceites. Por otro lado,
muchos productos se disolveran en glicerina mas facilmente de lo que lo hacen en
agua o alcohol, por lo que es un buen disolvente.

Infectocontagioso: Se aplica a la enfermedad o agente contagioso que se
transmite con facilidad.

Post mortem: Después de la muerte.

Zoonosis: Cualquier enfermedad que puede transmitirse de animales a seres
humanos. La palabra se deriva del griego zoon (animal) y nosis (enfermedad). Se
trata de enfermedades que afectan generalmente a los animales vertebrados,
incluyendo al hombre.

Rabia: Enfermedad infecciosa producida por un virus, la cual se caracteriza por
ser grave y mortal, ya que afecta al Sistema Nervioso Central (SNC) de todos los
mamiferos, incluido el ser humano.

Encefalopatia Espongiforme Bovina: Enfermedad causada por priones y que se
puede transmitir a los seres humanos a través del consumo de partes (alimentos) de
animales infectados, sobre todo tejidos nerviosos.

Antigeno (Ag): Sustancia que desencadena la formacion de anticuerpos y puede
causar una respuesta inmunitaria, es decir, toda sustancia (viva o inerte) que puede
ser reconocidas por el sistema inmune adaptativo, bien sean propias o ajenas al
organismo.

Anticuerpo (Ac): Sustancias producidas por el sistema inmune para identificar,
marcar y neutralizar elementos extrafios. Ej: bacterias, virus o paréasitos.



http://salud.ccm.net/faq/8871-bacteria-patogena-definicion
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_infecciosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad
https://es.wikipedia.org/wiki/Prion
https://es.wikipedia.org/wiki/Humano
https://es.wikipedia.org/wiki/Animal
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n

D,

INT/V/01

INSTRUCTIVO
AGROCALIDAD “TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS DE Rev. 5
cé“ﬁf%ﬁ'?.?éﬁ%%?iﬁﬁm ENCEFALO PARA EL DIAQNOSTICO DE
RABIA Y DE TALLO ENCEFALICO PARA EL
DIAGNOSTICO DE ENCEFALOPATIA Hoja 6 de 17

ESPONGIFORME BOVINA”

* Western Blot: Técnica analitica y ampliamente utilizada para el estudio de
proteinas. Este método permite la deteccion de una sola proteina dentro de una
muestra biologica.

* Amonio cuaternario: Los compuestos de amonio cuaternario representan una familia
de compuestos antimicrobianos, considerados como agentes activos cationicos potentes
en cuanto a su actividad desinfectante, ya que son activos para eliminar bacterias
grampositivas y gramnegativas, aungue éstas Ultimas en menor grado. Son bactericidas,
fungicidas y viricidas. Su actividad la desarrollan tanto sobre el medio &cido como
alcalino, aunque en éste Gltimo muestra mejores acciones. Son compatibles con
tensoactivos cationicos, no ionicos y anfotéricos.

4.2. Abreviaturas

RT:  Responsable Técnico

A Analista

NA: No aplica

Ac: Anticuerpo

Ag:  Antigeno

SNC: Sistema Nervioso Central

EET: Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

WB:  Western Blot

EEB: Encefalopatia Espongiforme Bovina
5. DESCRIPCION

5.1 Identificacion de las muestras

. Todas las solicitudes de analisis se realizaran mediante la orden de trabajo del laboratorio de
Virologia y las muestras deberan ser remitidas en recipiente debidamente identificado con
letra legible (estéril o limpio, de acuerdo a los requerimientos).

5.2.  Materiales, reactivos y equipo para toma de muestras

5.2.1 Equipo de Proteccién Personal

SQ P o o0 o

Ove

Gafas cubre ojos

Lentes para proteccion
Mascarillas con filtro
Guantes de latex y de vinillo
Guantes de malla metalica
Delantal plastico

Botas de caucho

rol desechable

Gorra
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5.2.2 Materiales para la toma de muestras

Caja de transporte de equipo

Cuchillos: carnicero

Equipo para afilar cuchillos

Sierra tipo industrial de mano

Cincel de 1 % pulgada por cuarto, de 30 cm de largo, y 1.50 cm en la parte de la
punta

Navaja multiuso

Machete

Combo

Formén

Cuchara o paleta para retirar el encéfalo

Hacha delgada

Tijeras

Pinzas de diseccion

Gel Refrigerante

Fundas pléasticas de varios tamafios para desechos, color rojo y negro
Fundas plasticas con cierre hermético de varios tamafios para muestras, transparentes
y de color.

Algodén.

Marcador permanente

Lapiz dermografico

Cinta masquin

Cinta de embalaje

Tabla apoya manos

Fichas o formularios para identificacion.

Frascos esteriles, herméticos de boca ancha con tapa.
Cepillo

Esponja para material

Atomizador manual

Papel absorbente

Franelas

Toallas

5.2.3 Reactivos

a. Alcohol
b. Desinfectante
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5.3 Preparacion

El dia anterior se elaborara un listado de los materiales, y equipo necesario para la toma de
muestras, y posteriormente en una mochila, bolso o maleta de trabajo se deberé guardar todos
los articulos enlistados, dejando preparado el material para el trabajo del siguiente dia.

5.4 Consideraciones generales para la obtencion de la muestra

Todas las muestras tienen que considerarse “potencialmente infecciosas”, por tal motivo
deberan ser tomadas por un Técnico de AGROCALIDAD, un Médico Veterinario autorizado
o por un profesional calificado. Para atenciones de vigilancia pasiva, se deberad obtener la
muestra de animales que presentaron sintomatologia neuroldgica.

Son utiles los cadaveres de animales que murieron recientemente. Son muestras ideales
aquellas que no pasen de 1 a 2 horas post mortem o eutanasia del animal y como maximo 24
horas, debido a que se producen procesos de autolisis tisular e invasion bacteriana masiva.

La asepsia y procedimientos correctos son tan importantes para la toma de muestras, como
para la seguridad personal del técnico y asistentes.

Las muestras deben estar identificadas correctamente, embaladas y transportadas
manteniendo la cadena de frio y en lo posible ser remitidas al Laboratorio en el menor tiempo
posible (24 - 72 horas).

5.5. Envio de muestras para el diagnostico de Rabia y Encefalopatia Espongiforme
Bovina

a. Consideraciones generales:

Es de suma importancia que esta actividad se realice en un espacio adecuado Yy que el operador
posea el tratamiento de vacunacion antirrabica de pre exposicion.

b. .Procedimiento de extraccion de la muestra:

EXTRACCION DE ENCEFALO PARA EL DIAGNOSOTICO DE RABIA

e Separar la cabeza de la carcasa, mediante un corte a traves de la articulacion atlanto-
occipital, realizar una incision en la piel a nivel de la linea media de la cabeza, desde
la nuca, pasando por la frente y hasta la nariz.

e Traccionar lateralmente la piel para exponer el craneo, orbitas y parte posterior de la
nariz. Remover cualquier musculo y grasa de toda el area, para facilitar cortes
posteriores.

e Con la ayuda de una sierra, cortar transversalmente la cabeza (huesos frontales), a
nivel de la parte posterior de cada 6rbita y con una profundidad de 1 a 2 cm.
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|
Figura N.1 Cortes del Craneo del Bovino

e Efectuar dos cortes: uno a cada lado del craneo y desde el foramen magnum a un punto
que esta 2-3 cm. medial al corte A. Cada corte debe ser efectuado con la sierra en un
angulo de aproximadamente 45° respecto al eje vertical (corte B).

e Realizar un tercer corte en la parte posterior del craneo a nivel del tercio distal del
frontal (corte C).

e Insertar un cuchillo firme o cincel de hueso en el corte transverso (corte A). Hacer
palanca y extraer lentamente la tapa del craneo hacia arriba. Al traccionar, se debe
tener precaucion de evitar desgarros en los anexos o fijaciones (meninges). Las
meninges se cortan cuando se remueve la tapa del craneo.

e Para cortar membranas se debe utilizar tijeras. Al retirar la fraccién de los huesos
seccionados, se visualizara la duramadre (meninge externa que se caracteriza por ser
una membrana densa y resistente de tejido fibroso). Cortar la duramadre
longitudinalmente en su linea media y apartar lateralmente para visualizar la masa
encefélica.

Figura N.2 Meninges Cerebrales Figura N.3 Extraccion de Cerebro

e Cortar las meninges entre los hemisferios cerebrales y sobre el cerebelo. Removerlas
cuidadosamente.
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e Desprender suavemente el encéfalo de la cavidad craneana, mientras se cortan las
adherencias.

o Depositar cuidadosamente el encéfalo sobre una superficie limpia y seca.

e Remover el cerebelo efectuando un corte postero anterior a nivel de su base para
exponer el area a muestrear.

MUESTRA PARA
RABIA

CEREBELOQ

Rqueduct of Sylvius

MEDULA OBLONGA HIPOCAMPO

—~

Figura N.4 Exposicion del Cerebro Bovino Figura N.5 Estructuras Anatémicas

| Asta de Ammon

= 3 7 i, _
Figura N.6 Asta de Amman Figura N.7 Hipocampo

EXTRACCION DEL TALLO ENCEFALICO PARA EL DIAGNOSTICO DE
ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA

La zona del encéfalo mas importante para el diagndstico de EEB es el tallo enceféalico y
especificamente la médula oblonga a nivel del 6bex, de modo que esta zona debe estar intacta. Por tal
razén, en el sacrificio o eutanasia del animal, por ningn motivo se debe dafar esta region.

1.- Separar la cabeza del bovino por la union atlanto occipital, tan pronto como sea posible tras la
muerte del animal.
2.- Colocar la cabeza dorsalmente hacia abajo en una mesa de necropsia u otra adecuada para tal efecto.
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Figura N.8 Posicion del craneo para la diseccion

3.- Diseccionar cuidadosamente separando la médula de la duramadre y los nervios espinales.

Figura N.9 Exposicién del agujero atlantooccipital
4.- Insertar la “cuchara” a través del foramen magnum, por el espacio subdural hasta el nivel del
puente, rotar o girar la cuchara en 180° a la derecha e izquierda, con el objetivo de completar un giro
de 360° para separar el tallo encefélico.
5.- Retirar cuidadosamente la cuchara efectuando suave presion hacia arriba al mismo tiempo, con el
objetivo de sacar completamente el tallo encefalico. Para tal efecto se puede utilizar tijeras y pinzas o
realizarlo con un dedo suavemente.

Figura N.10 Extraccion del Tronco Encefalico
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ENCEFALOPATIA
ESPONGIFORME

Figura N.11 Exposicién del Obex

5.6 Envio

5.6.1 Instrucciones generales

Las muestras seran remitidas directamente a la Coordinaciéon General de Laboratorios de
AGROCALIDAD, previa coordinacion con la Coordinacion General de Sanidad Animal.

5.6.2 Funciones de los responsables

5.6.2.1 Cliente / Remitente

a) Clasificar la muestra.

b) Identificar el contenido del envio.
c) Embalar las muestras de acuerdo a las medidas de bioseguridad recomendadas.
d) Marcar, identificar y etiquetar el paquete.

e) Indicar si contiene agentes zoonoticos.

f) Asegurar el mantenimiento de la cadena de frio.
g) Adjuntar toda la documentacion requerida.

h) De ser necesario, coordinar con el Laboratorio el envio de las muestras.

5.6.2.2 Transportador/Courier

a) Aceptacion del envio dependiendo del contenido.
b) Almacenamiento si fuere necesario o hasta el envio.
c) Cargado del paquete si lo amerita.

d) Proveer informaciones sobre normas de bioseguridad y tiempos de llegada.
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5.6.3 Datos necesarios de remitente y destinatario
5.6.3.1 Remitente

Nombre del responsable del envio.

Nombre del duefio o interesado en el servicio de analisis.
Teléfonos de contacto en caso de emergencia.

Tipo y nimero de muestras contenidas.

Formularios de las muestras contenidas.

P00 T

5.6.3.2 Destinatario
a. Nombre de la persona de contacto.
b. Direccion completa del laboratorio.
c. Teléfonos de contacto en caso de emergencia.

5.6.4 Practicas de embalaje y manejo adecuado

Las muestras deben ser enviadas de acuerdo con los criterios de triple embalaje descritos en
el Capitulo 1.1.3. “Transporte de material biologico” de la OMSA, con el fin de minimizar el
riesgo de exposicion del personal y el medio ambiente. El principio del embalaje triple consta
de tres capas:

1) Recipiente primario impermeable a liquidos o a filtraciones de sélidos que contenga
la muestra y que a su vez debe ser embalado con material absorbente (por ejemplo,
papel de cocina o bolas de algodon) para retener todo el liquido en caso de rotura.

2) Envase secundario a prueba de fugas para proteger el recipiente primario (por ejemplo,
bolsa de plastico, recipiente de plastico o tapa de rosca, todo ello sellado).

3) Embalaje exterior donde se coloca el envase secundario para proteger el contenido de
influencias externas, como dafios fisicos, durante el transporte (por ejemplo, caja
aislante).

Tomar en cuenta que se debe identificar la muestra (frasco) con el nimero o la identificacién
del animal, segun el requerimiento de la Orden de Trabajo del laboratorio de Virologia
vigente.

La respectiva documentacion debe venir protegida en otra bolsa plastica aparte de la muestra
(fuera del cooler o caja aislante). Enviar las muestras en una caja aislante con unidades
refrigerantes a una temperatura de 2 a 8 °C. Si la muestra tardara en llegar al Laboratorio, se
recomienda congelar antes de ser enviada.

Ademas, se debera cumplir con lo siguiente:
e Descripcion de la muestra bioldgica contenida en el paquete (Codigo de orden de
trabajo correspondiente, ).

e Proteger el paquete de la exposicion directa a la luz solar, fuentes de calor, radiacion
y humedad.

e Descripcidn de la muestra con etiquetas indicadoras las que deberan ser:
a. De material durable
b. Legibles o entendibles
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c. Estaralavista
Etiquetas de peligro: son aquellas en forma de diamante que identifican las 9 clases de
mercancias peligrosas.

&

INFECTIOUS SUBSTANCE
In case of damage or leakage
immediately notify public
health authority

. Grafico N.1 Etiquetas de identificacion de mercancia peligrosa

Gréfico N.2 Etiquetas de orientacién

Nunca voltear los paquetes cuando estén provistos de etiquetas de orientacion que
sefialen la disposicidn del envio.

Cerciorarse de que la temperatura a la cual se envia la muestra es la adecuada para el
contenido del envio e incluir la cantidad suficiente de unidad (geles) refrigerantes que
garanticen el mantenimiento de la cadena de frio.

Para envios que contengan liquido, se utilizardn embalajes rigidos e impermeables.
Todo contenedor que lleve material liquido o que se condense por efecto de los
refrigerantes, debera mantenerse protegido por material absorbente.

Para las materias solidas deben envolverse individualmente o ir separados de manera
que se evite cualquier contacto entre ellos.

Cuando haya dudas sobre la presencia de liquido residual en el recipiente primario
durante el transporte, deberad utilizarse un embalaje adaptado para liquidos que
contenga material absorbente.

Para muestras refrigeradas o congeladas, Unicamente se utilizard para conservar la
cadena de frio, geles o refrigerantes.

No enviar/recibir embalajes que demuestren derrames o perforaciones.

No enviar/recibir embalajes en cajas de carton o fundas plasticas.

No enviar/recibir paquetes que dejen ver agujas, vidrios rotos o cualquier otro material
corto punzante.
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e Si se produce una fuga de materias y éstas se esparcen por el vehiculo o contenedor,
estos Ultimos no pueden reutilizarse hasta después de limpiarse a fondo y, en su caso,
desinfectados o descontaminados.

5.6.5 Procedimiento de limpieza ante derrames:

a.

La respuesta adecuada en caso de exposicion a cualquier sustancia infecciosa es
lavar o desinfectar la zona afectada lo antes posible, independientemente de cuél
sea el agente infeccioso.

Si una sustancia infecciosa entra en contacto con piel dafiada, la zona afectada se
lava con agua y jabon o con una solucion antiséptica.

Se debe consultar a un medico siempre que se sospeche la exposicidn a sustancias
infecciosas por un paquete dafado.

Utilice guantes, ropa de proteccion y proteccion facial y ocular, en caso de que se
haga inspeccion del envio.

Cubra el derrame con un pafio o con toallas de papel para que no se extienda.
Vierta un desinfectante adecuado sobre el pafio o las toallas de papel y la zona
circundante (las soluciones de lejia al 5% son por lo general adecuadas, pero en
los derrames producidos en aviones, pueden usarse desinfectantes de amonio
cuaternario u otros que garanticen la desinfeccion).

Aplique el desinfectante comenzando por el margen exterior de la zona afectada
por el derrame y avanzando de forma concéntrica hacia el centro.

Transcurridos unos 30 minutos, retire los materiales.

Si hay vidrio roto u otros objetos punzantes, recoja los materiales con un recogedor
0 un trozo de carton rigido y depositelos en un envase resistente a las perforaciones
para su eliminacion.

Limpie y desinfecte la zona afectada por el derrame (en caso necesario, repita los
pasos anteriores).

Deshéagase de los materiales contaminados depositandolos en un envase para
eliminacién de desechos mismo que debe ser resistente a las perforaciones.

Tras la desinfeccion efectiva, notifique el incidente a la autoridad competente e
informe de que el lugar ha sido descontaminado.

5.6.6 Notificacion de incidentes:

Los diversos reglamentos internacionales de transporte establecen el requisito de notificar los
incidentes a las autoridades competentes en asuntos de transporte, ademas de a las autoridades
de salud pertinentes y al remitente y receptor de las muestras.
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Gréfico N.3 Ejemplo de datos que deberan constar en envio de muestras:
REMITENTE
Nombre del responsable del envio
Dr. Jorge Espnoza
Nombre del propietario de la muestra

Sra. Juana Caizedo

Direccion completa del remitente

Av. de las Amencas N45-T2 y Av. Integracidn
Teléfonos de contacto
(999555222 - 593 2 258693

DESTINATARIO

LABORATORIO DE DLAGNOSTICO ANIMAL - AGROCALIDAD

Direccién completa del laboratorio

Dr: Eloy Allarg y Gonzales Suarez, Grana del MAGAP, Secior La Grang, rente a Gasolinera PETROCOMERCIAL
Turnbaco - PichinchA - Ecuador

Tell Of © (583) 2 23T28484-23T2845 Exd 223 211, 727 Mool D9GGTT456T I I

NUMERO Y TIPO DE MUESTRA (S) FORMULARIO (S)DE LA MUESTRA(S)

Grafico N.4 Ejemplo de datos que deberan constar en envio de muestras

5.7 Criterios de aceptacion o rechazo de las muestras

Las muestras no seran aceptadas en el laboratorio en los siguientes casos:

a. .Cuando no se cuente con la orden de trabajo del laboratorio de Virologia vigente.

b. Cuando esta dafada la integridad del contenedor de la muestra, el empaque o envoltura

de transporte de la muestra.
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Cuando las muestras que estan fuera de su contenedor o derramadas dentro de la caja
de trasporte.

Cuando las muestras superen la temperatura maxima permitida segun el caso, por
ejemplo: muestras que su limite permitido de temperatura sea 8°C y superen este valor
(> 8°C).

Muestras en las que la cantidad, calidad, aspecto, integridad, etc., no sea la adecuada.
Por ejemplo: muestras con un grado alto de contaminacion o materia extrafia.
Rotulacién de cajas de transporte inapropiada, ilegible, poco clara, erronea.
Identificacién de muestras inapropiada, ilegible, poco clara, errénea.

6. ANEXOS

NA
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