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MEDIO DE TRANSPORTE PARA TOMA DE MUESTRAS POR SOSPECHA DE FIEBRE AFTOSA

OBIJETO

El documento recoge las directrices para la elaboracién de medios de transporte de muestras
tomadas en los casos de sospecha de Fiebre Aftosa que se recogen en Manual practico de
operaciones en la lucha contra la Fiebre aftosa.

DESCRIPCION

El VFA es extremadamente sensible a las variaciones de pH, por lo que las muestras deben enviarse
al laboratorio en un medio de transporte que tenga capacidad tampdn y garantice la estabilidad del
pHentre 7,2y 7,6.

Se elaboran dos tipos de medio de transporte, segin la muestra a tomar:

- Medio de transporte A para tejidos, principalmente epitelios. Compuesto por tampodn
fosfato y glicerol a partes iguales.

- Medio de transporte B para frotis nasales y orales tomados con hisopos y muestras
faringoesofagicas con contenido celular. No lleva glicerol, compuesto por tampdn fosfato y
seroalbumina bovina.

- Las muestras liquidas (liquido de vesiculas, leche) se recogeran en frascos de toma de
muestras estériles sin medio de transporte.

- Las muestras de suero/sangre se recogeran en tubos de vacio sin anticoagulante/con EDTA,
respectivamente.

Los medios llevaran ademas un indicador de pH, como el rojo fenol, y antibiético. El pH final del
medio deberd estar comprendido entre 7,2-7,6.

El VFA es extremadamente |abil en pH bajo y el tampdn del medio de transporte es esencial para una
toma de muestras satisfactoria.

Las muestras deben mantenerse refrigeradas hasta su llegada al laboratorio.

1. Preparacion de los medios de transporte

Se dan indicaciones para preparar un volumen final de 200 mL de medio de transporte, si se necesita
preparar un volumen mayor se aumentardn las cantidades siguiendo las proporciones indicadas en
las tablas 1y 2.
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Medio de transporte A (50% tampdn fosfato 0,04M y 50% de glicerol):

Para preparar 200 mL, procederemos de la siguiente manera:

1. 100 mL de Tampon fosfato 0,04M

v Disolver 2 tabletas de PBS en 100mL de agua destilada (PBS: p.e. Sigma P4414, 1 tableta
en 200 mL 0,01M).

v Autoclavar la solucién tampén.

v Afadir 0,2 ml de rojo fenol al 1% (concentracién final 0,002%) (Rojo fenol: p.e. en polvo
Sigma P3532, 0,2g diluido en 2 ml de agua destilada estéril).

v' Afiadir 1 mL de antibidtico (Antibidtico-antimicético: p.e. Sigma 5955 (10,000 units
penicillin (base), 10,000 units streptomycin (base), and 25 ug amphotericin B/ml, utilizing
penicillin G (sodium salt), streptomycin sulfate, and amphotericin B as Fungizone™
Antimycotic in 0.85% saline))

v Ajustar el pH a 7,2-7,6 con una solucién de HCl 1M

2. 100 mL de glicerol
Afadir 100mL de glicerol a la solucién tampdn 0,04M preparada (Glicerol: p.e. Sigma G2025).

El pH final de la mezcla glicerol/tampdn deberd estar comprendido entre 7,2-7,6

El medio de Transporte A preparado se etiquetard y se conservard en refrigeracidon hasta su
utilizacién.

Si no se dispone de tampdn fosfato 0,04 M, para las muestras de tejido, se pueden utilizar medios de
cultivos de tejidos o solucion salina tamponada con fosfato (PBS), pero es importante que el pH final

de la mezcla glicerol/tampon esté comprendido entre 7,2-7,6.

Medio de transporte B (Tampon fosfato 0,08M con 0,01% seroalbimina):

Para preparar 200 mL, procederemos de la siguiente manera:

1. 200 mL de Tampodn fosfato 0,08M

Disolver 8 tabletas de PBS en 200mL de agua destilada.
Autoclavar la solucidon tampodn.

Aiadir 0,2 mL de rojo fenol.

Anadir ImL de antibidticos.

Ajustar el pH a 7,2-7,6 con una solucién de HClI 1M

DN NI NI NN

2. Anadir 267 pl seroalbumina bovina (7,5%) (Seroalbumina bovina: p.e. Sigma A8412).
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El medio de Transporte B preparado se etiquetard y se conservara en refrigeracién hasta su
utilizacion.

2. Alicuotado y etiquetado.

Cuando se necesite utilizar el medio de transporte elaborado, se alicuotara de la siguiente manera:

- El medio de transporte A se alicuotara en botes de toma de muestras estériles de 20 mL,
dentro de cabina de seguridad bioldgica para mantener su esterilidad, en volimenes de
10mL/bote de 20mL. Los botes se etiquetaran individualmente.

- El medio de transporte B se alicuotara en tubos de toma de muestras estériles de 3-5 mL de
tapén a rosca, dentro de cabina de seguridad biolégica para mantener su esterilidad, en
volumenes de 2mL/tubo de 3-5mL. Los botes se etiquetaran individualmente.

- Las muestras liquidas se recogeran en tubos de toma de muestras estériles de 3-5 mL de
tapon a rosca, sin medio de transporte y se etiquetaran individualmente.

3. Conservaciony caducidad
Conservacién:

- Todos los envases con medio de transporte se conservaran en refrigeracion (52C £3).
Caducidad:

- Lacaducidad sera de un afio, siempre y cuando el pH se mantenga entre 7,2y 7,6.

El medio de transporte lleva como indicador de pH el rojo fenol, en cuanto el color del
medio vire a amarillo o a fucsia se eliminara y se elaborara de nuevo.
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TABLA 1: PREPARACION MEDIO DE TRANSPORTE A (50% tampdn fosfato 0,04M y 50% de glicerol)

. Agua . TRaF
Volumen final Cliece destilada | Tabletas PBS A ALLLLLEE
mL mL mL
mL
200 mL 100 100 2 0,2 1
300 mL 150 150 3 0,3 1,5
400 mL 200 200 4 0,4 2
600 mL 300 300 6 0,6 3

TABLA 2: PREPARACION MEDIO DE TRANSPORTE B (Tampdn fosfato 0,08M y 0.01 % seroalbumina

0,01%)
Volumen Ag.ua Tabletas Rojo Antibidticos Seroalb-umma
' destilada fenol Bovina
final PBS mL
mL mL pul
200 mL 200 8 0,2 1 267
300 mL 300 12 0,3 1,5 400
400 mL 400 16 0,4 2 534
800 mL 800 32 0,8 4 1068

Ejemplo de envases ya preparados con Medio de transporte A, Medio de transporte By
tubos de muestras estériles con tapdn de rosca.

FLEBRE AFTOSA =
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