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PRUEBA DE CAMPYLOBACTER POR INMUNOFLUORESCENCIA
DIRECTA
(Tomado del manual de procedimientos del CEDIVE)

Profesional del area de diagndstico de enfermedades venéreas: Dr. Luis
Maria Peralta, correo: luismaperaltavet@gmail.com

OBJETIVO
Determinar muestras positivas a campylobacter foetus sp.venerealis,

foetus sp.foetus.

APLICACION
Muestras ingresadas en administracion bajo los siguientes estudios:
e venéreas (incluyen campylobacter ,tricomonas y brucelosis)
e venéreas 2 (incluyen campylobacter y tricomonas)
e Diagnodstico de campylobacter solamente (derivado de otros

laboratorios que no procesan dicha muestra.)

GENERALIDADES

El diagndstico de la campylobacteriosis bovina corresponde, junto con el de
tricomonas, al diagndstico de enfermedades venéreas, siendo ésta una rutina
importante por el volumen de muestra sobre todo desde el mes de junio
hasta octubre. La lectura de la IFD de campylobacter se realiza luego de una
serie de pasos, ésta se lleva a cabo diariamente dependiendo de la cantidad
de muestras. Ademas, el laboratorio produce el medio de transporte para los

veterinarios y otros laboratorios que nos proveen de muestras.

1. INGRESO DE MUESTRAS AL LABORATORIO DE VENEREAS
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Las muestras provienen en su mayoria, de raspado prepucial de toros, no
obstante, pueden recibirse también muestras de flujo vaginal (vacas), y de
liguido abomasal (fetos). NO SE RECIBEN OTRO TIPO DE MUESTRAS (como
por ejemplo lavados prepuciales, medios no identificados, muestras tomadas
sin medio de transporte, jeringas, pajuelas, etc.), de llegar alguna muestra
con estas caracteristicas se debe consultar con el responsable del area.

Las muestras llegan al laboratorio junto con el FU-007, en bolsas de nylon
o bien atadas mediante una banda elastica. Son depositadas en la camara 1
puerta derecha segundo estante. Si la cdmara estuviese llena, hay que
depositarlas en la cdmara 2 ubicada en la sala de necropsia.

De la cdmara son retiradas todos los dias (dependiendo la época) para su

posterior ingreso al sistema informatico y su procesamiento.

Ingreso de muestras al sistema

Acceder al sistema CEDIVE, utilizando para ello el usuario y contrasefia
asignados.

Ingresar en la opcidn "protocolo" - "ingreso de muestras"

Una vez en la ventana " carga de muestras al protocolo", clickear en el botén
"buscar".
Ingresar el nimero de protocolo en el cuadro de busqueda y seleccionar, con
doble click, el protocolo de la lista. El protocolo se mostrara de color segun:
e Blanco: no se ha seleccionado protocolo aun
e Ro0jo: no hay datos de animales cargados en ninguno de los estudios
del protocolo.
e Amarillo: se cargaron datos de los animales en al menos 1 de los

estudios requeridos
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e Verde: se imprimid la planilla de trabajo de al menos 1 de los estudios
requeridos

e Celeste: se informaron los resultados de al menos 1 de los estudios
requeridos

NOTA: el sistema no tiene, actualmente, mecanismo para informarnos que

faltan ingresar datos en algun estudio, ni en cuantos estudios se imprimid la

planilla de trabajo o en cuantos se informaron los resultados. No al menos

desde esta pantalla de ingreso.

Clickear el botdn "agregar",. El sistema nos consultard si deseamos repetir
el nimero de tubo, como nimero de animal. También nos preguntard si
deseamos repetir los datos ingresados al resto de los estudios del protocolo
(el primer area que cargue datos de animales, debera copiar los datos al
resto de los estudios)

NOTA: este paso debe revisarse desde el procedimiento, ya que las diversas
opciones hacen que dependa mucho de subjetividades y de situaciones de

control dificiles de registrar e identificar.

De la lista de estudios, seleccionar "diagn. De campylobacteriosis"

Si los datos de las muestras ya se encuentran cargados, corroborar que los

numeros de tubos coincidan y corregir las diferencias en caso de existir.

Si no hay datos en ningun estudio, tildar la opcidn de "repite en estudios"
En el caso de que las muestras estén ingresadas en al menos 1 estudio,

no se debe repetir el ingreso, ya que estariamos duplicando la cantidad de

muestras en los demas estudios.
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Si las muestras del protocolo se encuentran identificadas con numeros
correlativos, ingresar el 1er nimero de la serie en el campo "nro. De tubo
desde" y el ultimo en el campo "hasta" (ubicado a la derecha del anterior)

Si por el contrario, las muestras no son correlativas, ingresar la serie con los
numeros desde el 1 hasta el total de muestras que contenga el protocolo y

modificar con los nros de tubos en cada celda correspondiente.

Importante: en caso de modificar las muestras y si se desea copiar
las modificaciones en otros estudios, se debe tildar la opcién "todos
los estudios” antes de iniciar las modificaciones. Y al termina las

mismas se debe clickear el boton "copiar a otros estudios".

Si los nros de animales y los tubos coinciden, se puede tildar la opcidn "repite
nro. Ani/tubo", para que, al modificar los valores en tubo, se modifiquen
también los animales o viceversa (esto sbélo debe hacerse si el veterinario
envia planilla de extraccion indicando que los nimeros de tubos son iguales
a los del animal).

Una vez terminada la carga de tubos, clickear "gradilla", nos traslada a la
planilla de carga de muestras en la gradilla. Se pone el nro. De gradilla que
se va a dar lectura, y se pone el nro. Asignado por el laboratorio en la celda
"nro. Asignado”, luego: "confirmar", luego "salir".

Acd da paso a continuar la carga de muestras o si no hay mas protocolos
para cargar en esa gradilla, es el momento de la impresién de la planilla
"gradilla" (que se usara en el microscopio, durante la lectura).

Una vez ya sea, para continuar la carga de muestras o para dar final al

ingreso, se imprime la "planilla de trabajo"

73179



UNIVERSIDAD
NACIONAL

VETERINARIAS
DE LA PLATA

CEDIVE ’ Facultad de Ciencias

SANITARIO DE RUMIANTES, CON ENFASIS EN EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO Y
PARASITOLOGICO GENERAL Y DE LAS ENFERMEDADES VENEREAS”

2. ACONDICIONAMIENTO DE MUESTRAS Y PREPARACION DE SOLUCIONES

2. 01. Acondicionamiento de las muestras

Luego de retirar las muestras de la cdmara correspondiente se procede al
ordenado de las muestras por protocolo FU-007 (tener en cuenta que la
cantidad de muestras indicadas en el formulario coincidan con las enviadas)
y disponerlas en gradillas numeradas con capacidad para 200 tubos (las
gradillas se encuentran ordenadas de la 1 a la 20 con una gradilla paralela
en un mueble dispuesto en el laboratorio de venéreas).

Una vez ordenadas las muestras en gradillas siempre de izquierda a derecha
y de abajo hacia arriba se le escribe un humero interno a ese protocolo (FU-
007) y a cada tubo tantas veces como muestras traiga ese protocolo,
después de esto las muestras estan listas para ser ingresadas al sistema
informatico (en época de muchas muestras se puede realizar la primera
centrifugada sin el ingreso).

Primera centrifugada (se realiza en la centrifuga N© 1 con las tapas puestas)
a 1000rpm durante 10 minutos. En la primera centrifugada buscamos
precipitar el material grosero ya que hablamos de una muestra sucia.
Luego de la primera centrifugada, ordenar los tubos en la gradilla
correspondiente, siempre por orden de protocolo, luego se realiza el pasaje
del sobrenadante a un segundo tubo ubicado en el mismo orden en una
gradilla paralela, éstos estan identificados de a 200, por ejemplo, del 1 al
200, del 201 al 400, etc. El primer tubo debe ser depositado nuevamente en
la primera gradilla, ya que de ésta va a depender el ingreso de las muestras,
y si hubiera un positivo, la ubicacion nos indicard la muestra, el
establecimiento y veterinario al que corresponde. Para esto, la primera
gradilla se guardara en el estante o se dejara en la mesada de trabajo para

corroborar cualquier duda el dia de la lectura.
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NOTA: la cantidad de muestras no siempre debe alcanzar la totalidad de la
gradilla para su procesado, esto va depender de la época del afo, siempre

teniendo en cuenta el vencimiento.

Una vez realizada la primera centrifugada y los tubos ordenados en la gradilla
paralela se procede a la segunda centrifugada, para esto se puede utilizar la
centrifuga N° 3 o N© 5. Esto sera 5000 rpm durante 20 minutos (siempre
tener en cuenta que los tubos estén equilibrados, si esto no fuera asi utilizar

agua destilada y pesarlos en balanza para equilibrar pesos. Esto es muy

importante para el cuidado de las centrifugas).

Lo que se busca en la segunda centrifugada es el descenso en el fondo del
tubo del campylobacter si estuviera. Terminada la segunda centrifugada se
procede en el laboratorio de venéreas a tirar el sobrenadante en bidon de
residuos liquidos del laboratorio y quedarse con la ultima parte (culot), luego
se ordenan los tubos en la gradilla paralela (siempre por protocolo).
Ordenado los tubos en la gradilla se va a proceder al montado de las
muestras siempre en orden de izquierda a derecha y de abajo hacia arriba,
cada fila va a corresponder a un portaobjetos que va a llevar un numero
(habra tantos portaobjetos como filas ocupadas por muestras).
Importante las muestras deben ir acompafiadas de un portaobjetos aparte
lamado testigo (el testigo es comprado en LAB. Azul donde se adquiere el
conjugado y se depositara como cualquier muestra en los cinco pocillos
superiores). El testigo se obtiene de cultivo de campylobacter diluido en 1
ml. de formol al 40 %.
Para montar las muestras se necesita:

e AGITADOR (vortex)

¢ MECHERO

e ANSA
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e PORTAOBIETOS (comunes donde se le pega un papel autoadhesivo con
diez pocillos donde se depositaran las muestras).

El montaje propiamente dicho consiste en tomar con ANSA diez microlitos de
cada tubo (recordar empezar de izq. A derecha). Siempre entre muestra y
muestra quemar el ANSA para no trasladar un campylobacter, si lo hubiera,
al préximo tubo). Recordar el maximo de montaje es de 200 muestra que
corresponde a 20 portas por gradilla.
Luego de terminado de montar las muestras se dejan secar al lado del
mechero, cuando estas estan secas se fijan a la llama del mechero, esto
consiste en pasar tres veces el portaobjetos sobre la llama tomandolo con
pinza anatdmica a 45° grados. Luego se guardan en placa de petri, la cual
se identificara con cinta de papel con el nimero de gradilla y se guarda en

heladera de bacteriologia, esto en el caso de no leerse las muestras ese dia.

2.02 PREPARACION DE SOLUCIONES

Preparacion del conjugado:
Se compra en Laboratorio azul junto con el testigo (un mililitro en frasco de

vidrio) cuando llega al laboratorio se le agrega un mililitro de glicerol, se
mezcla y se guarda en freezer N° 3 (el agregado del glicerol permite que el
conjugado se pueda mantener en estado liquido, esto nos permite usarlo
cuantas veces quiera en el dia sin la perdida de potencia entre congelada y
descongelada).

Para el preparado diario de conjugado se tiene estandarizado una dilucion
que se explica en manual de soluciones de campylobacter.

Para dicha dilucion se tiene preparado frasquitos con diluyente con cantidad

de un mililitro guardado en gradilla metalica sobre la mesada de trabajo.
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Solucidén de trabajo: se adiciona cuarenta microlitos de conjugado que se
encuentra en freezer a un mililitro de diluyente. El frasco que contiene la
solucién de trabajo siempre debe estar envuelta con papel metalico (la
solucion de trabajo se prepara diariamente, si quedara algun resto se guarda
en heladera de bacteriologia con fecha de preparado).

Adicion del conjugado: Para poner el conjugado se utilizard micro pipeta con
volumen para diez microlitos que se deposita en cada pocillo, luego se
ordenan los portas y se acondicionan en camara humeda (taper con gasa
himeda) y va a estufa a 37°C durante 50 minutos (lo que se busca es la
union del conjugado al campylobacter si lo hubiera). Luego procede al lavado

con sol. Salina (Ver formula en manual).

Lavado: se depositan los portaobjetos ordenados cuidando que la solucién
tape la totalidad de los portaobjetos, esto se realiza durante diez minutos

(se busca eliminar el exceso de conjugado que no se unid).

Importante: el lavado debe ser al resguardo de la luz (habitacién de lectura

para inmunofluorescencia).

Terminado los 10 minutos se sacan los portaobjetos del lavado y se deja al
resguardo de la luz, al lado del microscopio para su secado y préxima lectura,
en caso urgente se pueden secar con papel TISSU.

Antes de la lectura se le agrega glicerol (formula en manual de soluciones)

para buscar mayor refringencia y por ultimo un cubreobjetos.
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3. LECTURA Y CONFECCION DE INFORMES

3.01. Lectura de las muestras

Primero se deberia ver el testigo para evaluar forma y fluorescencia del
campylobacter (Figura 1).

Luego de leer el testigo se puede comenzar a leer las muestras siempre con

planilla de lectura al lado.

Figura 1. Inmunofluorescencia directa de campylobacterias, vista 100X. Imagen del
CEDIVE.

3.02 Registro de Resultados

Los resultados se anotan en la planilla de trabajo que surge del ingreso y
control de las muestras en el sistema. Para ello, si las muestras resultaron
todas negativas se traza una linea vertical que abarque a todos los casilleros
(en todos los protocolos que correspondan al nimero de gradilla leida). En
el pie de la planilla se debe dejar anotado fecha y responsable de la lectura.
En el caso de encontrarse algun positivo con planilla de lectura en mano
que representa graficamente la gradilla se buscara segun el nimero de porta
y pocillo la muestra que tendra un numero interno y con este sabremos el

protocolo y veterinario a que corresponda, lo buscamos en la planilla de
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trabajo y se resalta con fluorescente (en el caso de alguna duda se hablara
con el responsable del area, el cual dispondra si se procesara nuevamente la
muestra).

Luego de la lectura, la gradilla paralela se guardara junto a la gradilla madre
en el mueble, en su ubicacién correspondiente donde se guardara por un
periodo de 20 dias por algun reclamo.

Transcurrido los 20 dias se tiraran los tubos en bolsas rojas que se depositan

en la cdmara 1 de necropsia.

IMPORTANTE: SE DEBERIA TENER EN CUENTA N°© DE MUESTREO E
HISTORIAL DEL ESTABLECIMIENTO PARA CASUISTICA Y SEGIMIENTO DE
LOS RODEOS.

3.03. Confeccion de informe.

De la carpeta “Planilla de trabajo”, se retiran los informes de las gradillas que
fueron leidas, se ingresa al Sistema CEDIVE, y dentro de éste aa las opciones
“Protocolo, ingreso de muestras”. Presionar sobre el botdn “buscar” e indicar
el numero de protocolo que se quiere informar. Al desplegar el menu de
estudios aparecen todos los estudios para el protocolo cargado, se selecciona
“campylobacteriosis”, presionar el botén “cargar estudio” y completar los
resultados en “campy”. Tildar las opciones "“ordenar columnas”:

“descendente”
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