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Ambito de aplicacion

Muestras de tejidos y 6rganos para el
cultivo microbiolégico

Toma de las muestras
Conservacion de las muestras
Envio de las muestras al laboratorio

Envio de cultivos de Mycobacterium bovis
| M. caprae

Envio de ADN de M. bovis /| M. caprae
Envio de perfiles de espoligotipado

Documentacién a adjuntar



bito de aplicacion

Este manual es aplicable en la toma de muestras y su
envio al laboratorio para la identificacion del agente
etiologico de la tuberculosis bovina asi como para el
envio de cultivos con crecimiento positivo de M. bovis /
M. caprae, ADN de M. bovis / M. caprae, y perfiles de
espoligotipado.

Muestras de tejido
organos para el cultivo microbiologi

a. Toma de muestras

Segan la Directiva 64/432/EEC, el
material patolégico para la
confirmacion de  Mycobacterium
bovis debe ser tomado de nédulos
linfaticos y érganos parenquimatosos
anémalos tales como pulmén, higado,
bazo, etc.

- Si existen lesiones compatibles con
tuberculosis debe recogerse la lesion/es
incluyendo tejido sano adyacente, tanto
de los linfonodos como de los érganos
parenquimatosos anémalos.

* Cabeza: retrofaringeo y mandibular.
* Cavidad toracica: mediastinico y bronquial.
- Cuando el animal no presente +Miembro toracico: cervical superficial o

lesiones patologicas se debe recoger
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preescapular.

los siguientes linfocentros: * Glandula mamaria: supramamarios.
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Este material debe recogerse porque son las
localizaciones mas frecuentes de M. bovis y M. caprae
en los animales que estan descritas en la literatura
cientifica ylo porque asi estd contemplado por la
normativa comunitaria.

La toma de muestras, en el caso de
que el cadaver corresponda a un animal
procedente de un rebano de estatuto T3
y en el cual se suspende la calificacion
por la aparicién de algin reaccionante
positivo en espera de confirmacién,
comprendera al menos 4 de las 5
localizaciones anteriores ya que en otro
caso la toma de muestras se considerara no valida y el estatuto del rebano
sera retirado, independientemente del resultado de la prueba de aislamiento
efectuada sobre los ganglios de la muestra incompleta.

Las muestras deben recogerse de forma aséptica en botes estériles con
cierre de rosca resistente al escape de liquidos (tipo duquesa). Siempre que
sea posible, los granulomas sospechosos de tuberculosis y linfonodos
deben enviarse al laboratorio sin seccionar para evitar contaminaciones. En
cada bote debe indicarse la identificacion completa del animal, tipo de
muestra biolégica y fecha de recogida.

b. Conservacion de las muestras

Siempre que se pueda garantizar, la temperatura ideal de conservacion de
las muestras es de refrigeracion (+4°C) con un tiempo maximo de llegada al
laboratorio de 24-36 horas. Si esto no fuera posible, es necesario
mantenerlas en congelacién (-20°C) que ademas permite prolongar el tiempo
de envio.

c. Envio de las muestras al laboratorio

Antes de remitir un envio, deben contactar con el responsable del
Laboratorio autorizado donde vaya a realizarse el cultivo bacteriolégico.
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Las muestras se remitiran refrigeradas o congeladas en contenedores isotermos
resistentes a los golpes, en las que se introduciran acumuladores de frio o nieve
carbonica (de acuerdo con la temperatura a la que se encuentra y se vaya a enviar la
muestra).

io de cultivos de
cobacterium bovis |
M. caprae

Este material se remitira al Laboratorio de
Vigilancia Sanitaria (VISAVET) del
Departamento de Sanidad Animal de la
Facultad de Veterinaria de Madrid para la base
de «datos Nacional de Caracterizacién

Molecular de cepas de M. bovis y M. caprae.

El transporte de las muestras se
realizara siguiendo lo descrito en
la Guia Técnica del Real Decreto
664/1997 del 12 de Mayo para la
Evaluacién y Prevencion de los
Riesgos relacionados con la
Exposicién a Agentes Bioldgicos
(Apéndice 5). En caso de no
disponer de la Guia Técnica
pueden ponerse en contacto con
la Subdireccion de Sanidad
Animal o los laboratorios

En el caso de cultivos se remitiran
los tubos de medio de cultivo

(preferentemente  sélido  aunque
también puede enviarse medio liquido)
que tengan un crecimiento

sospechoso y/o positivo de M. bovis /
M. caprae.

Envio de ADN de M. bovis | M. cap

Una alternativa al medio de cultivo es la realizacién de la extraccién de ADN en el
laboratorio donde se procesen las muestras y posteriormente realizar el envio de ADN.
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Para la extraccion de ADN se debe seguir el siguiente
protocolo:

= Extraccion de ADN a partir de medio de cultivo sélido.

Con un asa de platino se selecciona una colonia sospechosa de
ser M. bovis / M. caprae y se resuspende en 200 microlitros de agua
ultrapura estéril. Esta suspension se incuba durante 10 minutos a
100°C, y después de 5 minutos a temperatura ambiente se da un
pulso en una minifuga. El ADN se conserva a una temperatura
minima de -20°C hasta su utilizacion.

» Extraccion de ADN a partir de medio de cultivo liquido.

Se recogen 200 microlitros de medio liquido con crecimiento de M. bovis /
M. caprae con una micropipeta y se centrifuga a 12.000 revoluciones por
minuto durante 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el
sedimento con 1 mililitro de agua destilada estéril. Se centrifuga en las
mismas condiciones y se repite este lavado una vez mas. Por ultimo se
resuspende el sedimento en 200 microlitros de agua ultrapura estéril y se
procesa de la misma forma que la descrita para la extraccion de ADN a partir
de medio de cultivo sélido.

Las muestras de ADN congeladas se remitiran al Laboratorio de Vigilancia
Sanitaria (VISAVET) con acumuladores de frio o nieve carbonica en una caja
de poliespan. En estos casos, el laboratorio de origen debe conservar
siempre una alicuota del ADN por si acaso hubiese alguna pérdida,
deterioro, etc. en el transporte.




vio de perfiles de espoligotipado

En el caso de que el laboratorio realice la técnica de
caracterizacion molecular para los miembros del complejo M.
tuberculosis “Direct Variable Repeat Spacer Oligonucleotide
Typing o DVR-spoligotyping” debera remitir el perfil de
espoligotipo obtenido para su incorporacion en la base de
datos Nacional. Para ello, enviara al Laboratorio responsable
de la actualizaciéon de la base de datos la radiografia de los
espoligotipos escaneada y guardada en formato tif. En la
radiografia se debe identificar claramente las posiciones de
los controles positivos y negativos, asi como las referencias
de las cepas de M. bovis / M. caprae en estudio,

La tuberculosis en fauna silvestre es parte integrante del programa nacional de
erradicacién de la Tuberculosis para el futuro establecimiento de medidas
suplementarias. Debido a esto, las cepas de M. bovis y M. caprae o perfiles de
espoligotipo procedentes de animales salvajes también se incorporaran en la base de
datos Nacional para poder realizar estudios epidemiolégicos.

Documentacion a adjun

En todos los casos descritos, es necesario
incluir un informe que especifique al menos:

* Identificacion completa del animal.

* Cédigo de la explotacién. -

» Datos del veterinario o remitente y teléfono
de contacto.

« Organos o linfonodos remitidos.

» Zona y fecha de recogida.

* Convivencia con otras especies animales.

En caso de tener alguna de este manual puede consultar a la Subdireccion General
de Sanidad Animal, Laboratorio Nacional de Referencia o Laboratorio de Vigilancia

Sanitaria (Tel.: 913 944 083).
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Disefio: Sergio Gonzalez Dominguez LABORATORIO DE VIGILANCIA SANITARIA (U.C.M.)
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