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INTRODUCCION

En este instructivo se describen los procedimientos que deben ser aplicados, en la
manipulacion y obtencidon de muestras biolégicas para el diagnostico de EEB, asi como de
los debidos protocolos de bioseguridad personal, condiciones y requisitos necesarios para
una apropiada muestra.

OBJETIVO

Aplicar protocolo de obtencion y envio de muestras para diagnéstico de laboratorio, de
animales sospechosos o enfermos de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB).

MARCO LEGAL Y REFERENCIAS NORMATIVAS

» DFL RRA N° 16, de 1963, que establece normas sobre Sanidad Animal.

Iv

Ley N°18.755 modificada por la Ley N°19.283 que establecen normas sobre el Servicio
Agricola y Ganadero.

¥

Decreto N° 249 de 1996, que declara la Encefalopatia Espongiforme Bovina como
enfermedad de declaracion obligatoria y objeto de medidas sanitarias,

AMBITO DE APLICACION

El presente instructivo se aplicar4 en el instante que se sospeche o confirme, uno o mas
casos de EEB en el territorio nacional, de acuerdo a los criterios que se detallan a
continuacion:

PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

A continuacion, se describira los protocolos a seguir en la obtencion y envio de muestras
para diagndstico de laboratorio, a través de dos procedimientos, a saber:

1. Procedimiento de extraccion de encéfalo

2. Procedimiento para extraccion de tronco encefalico
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1.- EXTRACCION DE ENCEFALO

En todo momento utilizar guantes de goma y
guantes de malla metélica como proteccion
para el operador.

Separar la cabeza de la carcasa, mediante un
corte a través de la articulacion atlanto-
occipital. Realizar incisién en la piel a nivel de CORTE A
la linea media de la cabeza, desde la nuca,
pasando por la frente y hasta la nariz.

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

Con sierra de carnicero, cortar
transversalmente la cabeza (huesos frontales),
a nivel de la parte posterior de cada Orbita y
con una profundidad de 1 a 2 cm.

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.

Insertar un cuchillo firme o cincel de hueso en el corte transverso (Corte A). Hacer
palanca y extraer lentamente 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.

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

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

Depositar cuidadosamente el cerebro sobre una superficie limpia y seca. Remover el
cerebelo efectuando un corte postero anterior a nivel de su base para exponer el area
a muestrear (obéx — médula).
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Se tomaran dos tipos de muestras:

1°"® muestra:

Tejido fresco para test rdpido, método de
inmunodiagndstico (Inmunobloting). Esta
correspondera a una seccion del 6bex en forma
rectangular (zona del tronco del encéfalo
adyacente a 6bex) incluyendo médula espinal.
El peso de la muestra debe ser igual o mayor a
un gramo.

Debe colocarse inmediatamente en un tubo
conico tapa rosca de 50 ml. de capacidad, y
preservarse exclusivamente en frio. Enviar a la
brevedad al laboratorio en caja isotérmica con
refrigerante, comunicando por fax, teléfono o
correo electrénico, el medio de transporte y
namero de guia respectiva.

2% muestra:

Resto del encéfalo que queda después de
haber obtenido la primera mas el cerebelo
removido con anterioridad. Estas seran
colocadas inmediatamente y con suavidad en
un contenedor de plastico de boca ancha, que
contenga  formalina  neutra  al 10%,
considerando una relacion volumen muestra/
volumen fijador = 1 : 10. Es decir el tamafio de
la muestra debe ser colocado en un contenedor
(envase) que contenga por lo menos 10 veces
su volumen de fijador.

RECOMENDACIONES

Colectar inmediatamente las muestras de encéfalo, después del sacrificio del animal y
fijarlas a la brevedad, a objeto de minimizar los efectos de autdlisis.

Asegurar que la muestra fijada en formalina incluya: el puente, la médula oblongada y
el cerebelo.

La extraccion del cerebro debe ser cuidadosa, a fin de no dafiar sitios importantes del
organo, ya que puede alterar seriamente los resultados del examen histopatoldgico.

Extremar las precauciones a fin de evitar contacto con los ojos del fijador o preservador
utilizado, el cual es formalina neutra al 10%, por lo tanto, se deben tomar las
precauciones necesarias puesto que es un producto irritante para la piel y mucosas.
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En caso de accidente se debe lavar con abundante agua.
Por ningun motivo congelar los tejidos fijados en formalina.

Rotular e identificar los frascos con tinta indeleble.

Enviar las muestras fijadas al laboratorio antes del 5° dia post extraccién, ya que el

preservador debe ser cambiado al 7° dia.

2.- EXTRACCION DEL TRONCO ENCEFALICO

La zona del encéfalo mas importante para el diagnostico de EEB, es el tronco
encefalico y especificamente la médula oblongada a nivel del 6bex, de modo que esta
zona debe estar intacta. Por tal razon, en el sacrificio o eutanasia del animal, por

ningun motivo se debe dafar esta region.

El cerebro medio puede ser extraido segura y rapidamente via foramen magnum. El
uso de esta técnica requiere una menor cantidad de muestra de tejido, facilita el

proceso de fijacion y reduce el volumen de fijador requerido.

Proceso

Separar la cabeza por la union atlanto occipital,
tan pronto como sea posible tras la muerte del
animal.

Colocar la cabeza dorsalmente hacia abajo en
una mesa de necropsia u otra adecuada para
tal efecto.

Diseccionar cuidadosamente separando la
médula de la duramadre y nervios espinales.
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Retirar cuidadosamente la cuchara
al mismo tiempo efectuando suave
presion hacia arriba, con el objeto
de sacar completamente el tronco
encefélico

3 ? - '#‘\‘n‘

Para tal efecto se puede utilizar tijeras y pinzas
o realizarlo con un dedo suavemente.

Insertar la “cuchara” a través del foramen
magnum, por el espacio subdural hasta el nivel
del puente.

Enseguida rotar la cuchara en 180 grados a la
derecha e izquierda, a objeto de completar un
giro completo para separar el tronco encefélico.
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FlUAR EN FORMOL AL 10 9%

CONGELAR
i — ‘
&

MUESTRA
TEST RAPIDO

HISTOPATOLOGIA - INMUNOHISTOOUIMICA

Se obtendran dos tipos de muestras: una seccion de 6bex, la cual se colocara en el
frasco conico de tapa rosca, y colocado en la caja isotérmica con refrigerante; y el resto
se introducird inmediatamente en el frasco con formol tamponado al 10%. No debera
transcurrir mas de dos horas entre la muerte del animal y la inmersion de la muestra en
el formol.

Consultas:

Laboratorio de Patologia y Virologia — Subdepartamento de Laboratorios y Estacion
Cuarentenaria Pecuaria — fax: (2) 345 1903; fono: (2) 345 1951 — 345 1900; correo
electrénico: virologia.pecuaria@sag.qgob.cl: patologia.pecuaria@sag.gob.cl

Bibliografia:

European  Comission  Agriculture (ECA) 1994. Transmisible  Spongiform
Encephalopaties. Protocols for the Laboratory Diagnosis and Confirmation of Bovine
Spongiform Encephalopathy and Scrapie.

Protocol | Confirmation of BSE by microscopic examination of the brain, pag 1 — 17.
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ANEXOS

MATERIALES PARA EXTRACCION DE ENCEFALO.

Equipo del operador

Botas

Overall
Pechera
Guantes de
resistentes

latex desechables

(o} (o] [o} [o]

Instrumental para extraccion de encéfalo

[@]

Cuchillo curvo mango antideslizante
(hoja 18 cm)

Cuchillo recto mango antideslizante
(hoja 18 cm)

Sierra para huesos

Cincel para huesos

Matrtillo pefia

[@]

[o} (o} (@]

Material para colecta de muestras

o0 Contenedores o frascos de 4 a 6
litros, de boca ancha y tapa
hermética.

o Formalinaal 10 %

o Frascos plasticos estériles de 50 ml
con tapa rosca.

o Lapiz rotulador indeleble

o Cinta de sellado de un ancho 5 cm.

[Iolololo

(o} (o} (o} (o} [o} (o]} (o)

(@)

Guantes anti-corte (Nitrilo)
Guantes metalicos de malla
Mascara barbijo

Gorro desechable

Tijeras (punta aguda/roma) 14 cm.
Tijeras (punta aguda/aguda) 14 cm.
Pinzas anatémicas de 25 cm.
Pinzas diente de raton de 25 cm.
Astil o Chaira

Hoja de bisturi N° 24

Mango de bisturi para hoja N° 24.

Bolsas plasticas resistentes de 50
por 70 cm.

Cajas isotémicas

Refrigerantes
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Otros

Desinfectante de superficies y equipos (Hipoclorito de sodio dilucion igual o mayor
al 2%). Aplicar por una hora a 20° C. Equipos durante toda la noche.

Desinfectante de superficies y equipos (Hidréxido de sodio 2 N). Aplicar por una
hora a 20° C. Equipos durante toda la noche.

Desinfectante de cortes accidental de piel (Hidroxido de sodio 1N). Aplicar con
torula en area afectada durante 5 minutos y lavar con abundante agua.

Jabdn desinfectante

Toalla de papel y pafio esponja desechable

MATERIALES PARA EXTRACCION DEL TRONCO ENCEFALICO

Equipo del operador

O O0OO0OO0OO0O0O0Oo

Botas

Overall

Pechera

Guantes de Nitrilo (anticorte)
Guantes metalicos de malla

Mascara barbijo

Gorro desechable

Anteojos protectores de policarbonato

Instrumental para extraccion de tronco encefalico

(0]

o O 0O

“cuchara” especialmente disefiada, bordes laterales y frontal rebajados, con filo en
sus bordes laterales y dentados en su parte frontal. La parte dorsal de la “cuchara”
presenta un sobre-relieve o protuberancias para facilitar la adherencia del tejido y su
extraccion.

Tijeras rectas punta aguda/roma de 14 cm.

Bisturi con hoja N°24

Mango de bisturi para hoja N° 24

Pinza anatoémica de 18 cm.

Material para colecta y envio de muestras

O O 0O

Frascos de boca ancha capacidad 500 ml.
Formol tamponado al 10%

Tubos conicos tapa rosca capacidad 50 ml.
Cajas isotérmicas / plumavit
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Refrigerantes

L&piz rotulador indeleble

Cinta de sellado de 5 cm. de ancho

Bolsas polietileno (plastico)50 por 70 cm. resistentes
Formularios protocolos toma y envio de muestras al laboratorio

O 0O O0OO0O0




