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TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS PARA EL
DIAGNOSTICO DE RABIA AL
LABORATORIO ESTATAL DE LA
SECRETARIA DE SALUD PUBLICA DE
ESTADO DE JALISCO.

Q.F.B. Ma. Isabel Gonzalez Beas



¢QUE ES EL VIRUS DE LA RABIA?

* Es una enfermedad infectocontagiosa aguda y r
mortal, que afecta al SNC, causada por un virus "
del género Lyssavirus de la familia
Rhabdoviridae, presentes en los fluidos de
personas o animales susceptibles de transmitir
la enfermedad como son el perro, gato, zorrlllo

otro mamifero.




TECNICA DE IMNUNOFLUORESCENCIA
DIRECTA

e Fundamento:

Detectar el antigeno rabico por medio de anticuerpos
monoclonales marcados con fluoresceina que
detecta los epitopos de la proteina del virus en
muestras especificas del SNC (Médula espinal,
cerebelo, asta de Ammon, bulbo raquideo e
hipocampo) |
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MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

®* Gabinete de Bioseguridad Il

® Riesgo de la generacion de aerosoles

®* Objetos punzocortantes con material infeccioso

® Salpicaduras en las mucosas ocular y oral, o piel con lesiones
®* Muestras, pueden tener otro patdégeno que atacan el sistema nervioso central
®* Descontaminar con alcohol al 70% con benzal, yodo 7% y detergente 1 %

Las heridas lavar con agua y jabon de manera suave



®* El numero de dosis depende de la gravedad.

® La aplicacion de la gamma-globulina esta contraindicada en las personas que
han recibido tratamiento pre o post exposicion, porque puede inhibirse la

produccion de anticuerpos

® Inmunizacion profilactica pre — exposicion por la OMS, son tres dosis de
vacuna antirrabica, intervalo 7 dias: 0,7,21 o 28 dias.

® La determinacion de anticuerpos sera después de 3 semanas

* Si el nivel es menor a 0.5 Ul/ml, se aplica un refuerzo (3 semanas

umenta, esta apto para trabajar en el virus

e debe hacer la determinacion

n



MUESTRAS ANTEMORTEM EN CASOS HUMANOS

® Improntas de cornea (IC):

®* Dos impresiones de cada cornea, de cada ojo
® Porta objetos desengrasados

® Secar al medio ambiente

® Trasportar en porta laminillas oscura

® Fijar con acetona fria -20°



HISOPO SUBLINGUAL

® Raspado sublingual en tubo estéril, de 4 a 8°
® Se busca virus rabico del aislamiento por inoculacidon en ratén, cultivos celulares (IFD)

® Sensibilidad al virus en saliva es baja

* Util en diagnostico, se toma de 10 a 14 dias de iniciados signos de dafio neurolégico en el
sistema nervioso central

BIOPSIA DEL CUERO CABELLUDO

®* Esvolumen de 0.5cm, el limite de piel y cuero cabelludo, en la nuca, el tubo sin soluciones
(Formalina, Formaldehido)

® Estabilidad del virus es de 1 a 2 semanas en refrigeracion

® Diagnostico si la muestra se a tomado de 10 a 14 dias de iniciados signos de c

ilidad de IFD de BCC, es menor a 40%

. cuando la muestra a sido tomad:
O




LIQUIDO CEFALORAQUIDO

* Hospital (Medico capacitado)
® Muestra de 3.0 ml — 5.0 ml LCR, tubo estéril (de 4 a 8°)

® Presencia de anticuerpos en cultivo celular en raton y deteccion genoma por PCR

® El virus y el antigeno rabico puede detectarse de 5 a 7 dias de la encefalitis.

SALIVA

Se toma con jeringa sin aguja de 1.0 a 3.0 ml de saliva, tubo estéril.

SUERO SANGUINEO

a 4 ml, tubo estéril (de 4 a 6°)



MUESTRAS POST MORTEM DE CASOS HUMANOS

®* Muestras de encéfalo ( medula espinal, cerebelo y asta de Ammon), partes

anatomicas que se confirma o descarta la enfermedad
*® Sensibilidad de la prueba el 99%

® En estas partes se replica el virus rabico

®* No sumergir con formaldehido o formalina, interfiere en la técnica ¢

~® Por la técnica de IFD se aislara y protegera el virus (prueba bic
ion de cultivos celulares, pruebas especiales



CONTAMINACION DE MUESTRAS

® Falso positivo con ( stphylococcus daureos ) muestra inadecuada

® Prueba bioldgica (PB) esta prueba se aplica en muestras de seres humanos con encefalitis o posible
infeccion por virus rabico.

* Sila muestra es NEGATIVA (IFD) la cantidad del virus rabico presente en este tipo de muestra pudiera estar
por debajo de los limites inferiores de deteccidn de la prueba.

MUESTRA DE ANIMALES

® Con sospecha clinica de encefalitis

® El animal vivo, en observacion, bien alimentado, sin estimulos negativos

®* Animal fallecido, la necropsia se hara en el centro antirrabico, sin soluciones de formaldet

Muestras putrefactas no deberan ser analizadas

de animales para monitoreo y agresién, animales moribundc




TITULACION DEL CONJUGADO

® Este es evaluar la sensibilidad, especificidad e intensidad del producto biolégico

® Se logra al encontrar un POSITIVO 4+ de la dilucidon del conjugado, sin posibilidad de

error, que se encuentre el antigeno del virus de la rabia

® Control negativo

CARACTERIZACION ANTIGENICA DEL VIRUS CON ATICUERPOS
MONOCLONALES

® Se utiliza el serotipo 1, estan dirigidos contra la proteina N.

caron analizar su reactividad contra los virus ai
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“* ENVIAR UN OFICIO DIRIGIDO AL
DIRECTOR DEL LABORATORIO ESTATAL

LISCO
e me—————
GOBIERNQG DEL ESTADO

OFICIO N° SSJ-R.S.IT - 2159 / 2013 |
ASUNTO: ENVIO MUESTRAS

Lagos de Moreno, Jal., a 26 de Agosto de 2013 |

DR. MARTIN LOPEZ RODRIGUEZ
- | DIRECTOR DEL LABORATORIC
. | ESTATAL DE SALUD PUBLICA
GUADALAJARA, JALISCO
| PRESENTE:

| Adjunto af presente envio a Usted lus siguientes muestras PARA REALTZACION DE |
| INMUNOFLUORESCENCIA PARA DIAGNOSTICO DE RABIA correspondientes a: |
i Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 104/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 105/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 106/2013

Un encéfale de Canino etiquetado con No. de Expediente: 107/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 108/2013

Un encéfale de Canino etiquetado con No. de Expediente: 109/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con Ne. de Expediente: 110/2013

Un encéfalo de Canino etfiquetado con No. de Expediente: 111/2013

Un encéfale de Canino etiquetado con No. de Expediente: 112/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 113/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 114/2013

Un encéfalo de Canino etiquetado con No. de Expediente: 115/2013

Sin otro particular por el momento, me despido quedando de usted como su atento y s.s.

Atentamente
SUFRAGIO EFECTIVO.
“2013, Affo de Belisario Dominguez y

S d6 Salug
Jatisea
R‘S”A"‘Sang‘iﬂa No., i+
. 08 Norte
/ CElMaSCIa Lugg.l de Morens, Jai
( Pliemickoo!
D" JFN/D"
DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA :

o No. 815, Zona Centro. Lagos de Moreno, Jal.

Teléfono y Fax: 01 474 74 11948

epidericloginlagos @hotmail.com




“ SOLICITU DE blAGN()STICO DE RABIA EN ANIMALES *

SECRETARIA DE SALUD JALISCO

CENTRO ESTATAL DE LABORATORIOS
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SIGNOLOGIA DEL ANIMAL
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«» ENVIAR LOS ENCEFALOS O CEREBROS :

* Doble bolsa de
polietileno.

* Especie.

* N° de expedier

Etiqueta y datos * N° de caso

r



“* LAS MUESTRAS DEBEN ESTAR:

* Frescas ( no mayor a 24hrs después de su
extraccion)

* No en estado de descomposicion.

- * No deshidratadas.






* La muestra que se envian deben ser
preferentemente el cerebro completo
con sus dos hemisferios, médula espinal
y cerebelo.




_ a ni haberlas
sumergido o lavado con estas sustancias ya
gue interfieren con la técnica de IFD.







Solo en caso de los quirépteros si no
envian el cerebro completo, se puede
enviar la cabeza ( no el cascaron)




MUESTRAS ANTEMORTEM EN CASQOS
DE HUMANOS

e Improntas de cornea * Hisopo sublingual (HS).
(IC).

* Liquido cefalorrac
“* Biopsia de cuero (LCR)

do (BCC). | a 5 ml.En tubo
estéril de 4 a 8°C.

Sensibilidad muy baja.



Se toman en portaobjetos Se envia en condici
esengrasados e identificados  refrigeracion e
pcanenun  esté

r



** MUESTRAS POSTMORTEM EN
CASOS HUMANOS

* Es importantes hacer énfasis que la muestras
en Encéfalo (médula espinal, cerebelo, asta
de Ammodn) son las unicas con las que se|
puede confirmar o}egertar la. enfermedad
va que las pruebas de Iab" jo tienen una
'sensibilidad mayor al 99%. as es la
uestras idonea debido a que el sitio
donde se replica el virus d

%






e Enviar cerebro
completo.

e En bolsa amarilla.

* En hielera con
refrigerantes.

istoria clinica



La Técnica que se utiliza en el LESP de Jali
oara el diagndstico de Rabia es






* Fundamento:

Detectar el antigeno rabico por medio de
anticuerpos monoclonales marcados con
fluoresceina que detecta los epitopos de la

proteina del virus en muestras especificas de

SNC (Meédula espinal, cerebelo, ast:

Ammon, bulbo raquideo e hip




*Etiquetar bolsas y viales.

*Rotular portaobjetos




= Cajas de petri.

" Pinzas y tijeras de
diseccion.
" Papel estraza

= Abatelenguasy
aplicadores.

Bolsas para desechar



* Muestras previamente acomodadas.

e Realizar cortes de cada region n
Anatomica para hacer la impresion e

en el portaobjetos ( médula, cerebelo, asta de



* Colocar los portaobjetos en una rejilla y luego
en una caja de tincidén con acetona a -5°C
hasta -20°C durante 30 minutos.




e Sacar los portaobjetos de |la caja de tincion y
dejar secar al aire.




 Agregar a las improntas el conjugado de manera que
cubra toda |la impronta.




e Colocar los portaobjetos en una camara
himeda e incubar 30 minutos a 37°C.




* Colocar los portaobjetos en una rejilla y lavar
en PBS agitando manualmente por 5 minutos
dos repeticiones y un ultimo lavado con agua

destilada por 2 minutos.







e Secar las improntas al aire .




e Agregar una gota de glicerina sobre cada
Impronta.

* Colocar un cubreobjetos largo para cubrir todas
las improntas.

 Leer al microscopio de epifluorescencia en el
objetivo 40X.




INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

*Muestra positiva: observamos la presencia de
cuerpos obloides de color verde manzana
fluorescente con un contorno mas brillante que
su centro, hilos 6 polvo antigénico.




... Rabia en Animales Silvestres Analizadas en el

: “Laboratorio Estatal de Jalisco en el afio 2013.

INTRODUCCION

OBJETIVO GENERAL

:analizaron

laboratorio de diagnéstico de rabia para la
determinacion en base a la técnica de
inmunofluorescencia directa (IFD) con una
sensibilidad y especificidad del 99%, los datos
se obtuvieron de una base de datos de Excel y
se analizaron en el programa de Epi Info y SPSS
describiendo las variables importantes para el
estudio.

Fundamento de la técnica: Detectar el antigeno
rabico por medio de anticuerpos monoclonales
marcados con flurosceina que detecta los
epitopos. Observando cuerpos obloides de color
verde manzana fluorescente .

RESULTADOS

O RN WA VO N

Bovinos
Animales
Silvestres

Zorillos Quirépteros

De acuerdo a lo analizado la Rabia es un problema
de Salud Publica, por ello no se debe bajar la
guardia ya que es un riesgo para la poblacion, no
sélo se presenta en murciélagos que son los
animales silvestres conocidos, si no en otras
especies capaces de transmitir el virus de la Rabia.

En 60% de las muestras enviadas fueron positivas
en zorrillos, considerando que estas muestras no
fueron seleccionadas por agresion  sino
monitoreadas son aln mas relevantes los
resultados obtenidos.




b RESULTADOS ARNO ZOW
W% MUESTRAS TOTALES: 2156 30

BOVINO
BOVINO
QUIROPT
BOVINO
QUIROPTERO
BOVINO
BOVINO
BOVINO



ZORRILLO
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- a 0 ¢

Recipiente primario
O estanco

Absorbente
para liquidos

/i

of=

Envase secundario Embalaje exterior
resistente 95 kPa

5 X,
4, ).



NOM-011SSA2-2011 PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE LA RABIA HUMANA Y EN LG
PERROS Y GATOS .

NOM -017SSA2-1994 PARA LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
NTOS PARA LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA RAER
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SE DEBERA APLICAR EL SISTEMA DE TRIPLE EMBALAJE O ENVASADO Y DEBERA CUMPLIR CON LAS SIGUIENTES CARACTERISTICAS:

® ESTE SISTEMA DE EMBALAJE-ENVASADO CONSTA DE TRES COMPONENTES: EL RECIPIENTE PRIMARIO, EL EMBALAJE/
ENVASE SECUNDARIO Y EL EMBALAJE/ENVASE EXTERNO.

® EL RECIPIENTE PRIMARIO QUE CONTIENE LA MUESTRA DEBE DE SER DE UN MATERIAL RESISTENTE Y ESTAR
DEBIDAMENTE ETIQUETADO EN RELACION AL CONTENIDO. DEBE IR ENVUELTO EN UN MATERIAL CONTRA GOLPES
(ESPONJA O PLASTICO CON BURBUIJAS).

® EL RECIPIENTE PRIMARIO SE INTRODUCE EN UN SEGUNDO EMBALAJE/ENVASE PROTECTOR DE MATERIAL
RESISTENTE A GOLPES U OTRO MATERIAL CORROSIVO.

* EL EMBALAJE/ENVASE EXTERNO PROTEJE EL EMBALAJE/ENVASE SECUNDARIO DE LOS DANOS FISICOS D
TRANSPORTE. ‘

* LOS RECIPIENTES SECUNDARIOS DEBERAN LLEVAR LAS ETIQUETAS DE RIESGO BIOLOGICO Y S

ORIENTACION DEL RECIPIENTE, A SU VEZ EL RECIPIENTE SECUNDARIO DEBERA IR CON

XTERNO DE ENVIO (CAJA DE CARTON O HIELERA) QUE PROTEJA EL CO
Y DEE AR ETIQUETADO CON LOS DATOS DEL REN

-
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'''''''
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ETIQUETA ENVASE PRIMARIO:

(BOLSA EN CASO DE ENCEFALOS DE CANINO Y BOVINO Y
ANIMALES SILVESTRES)

RECIPIENTE HERMETICO PARA QUIROPTEROS

Fecha (Toma de la muestra):

Caso Expediente

Especie:
Localidad:

Municipio:
Estado:

Region Sanitaria




ENVA SE SECUNDARIO

Lista detallada de los componentes del contenido

Mo. de muestras biolégicas:
Tipo de muestra:

Para diagnéstico de:

Fecha de envio:
Localidad:

Regidon Sanitaria:

Detalles especificos para las muestras de rabia:
RABIA:

Mo. de caso Expediente

Especie




CONTENIDO DE LA CAJA DE TRIPLE EMBALAJE N

4 contenedores secundarios con tapa hermética

be DE LAS MUESTRAS 4 bolsas pama evitar dermames en envases primaros

SE ENCUENTRAN DENTRO DE LA CAJA

4 plasticos burbuja en el interior de cada envase secundario como amortiguador

BiuBux

THANSFONTE OF mULETHRAS TLABICAS

4 papeles filtro absorbentes por envase secundario

BIO-B501

TIEATAL S
L L S

4 Refrigerantes

1 bolsa para el resguardo de documentos

PRECAUCION: MUESTRA BIOLOGICA
ESTE MATERIAL REQUIERE QUE CUALQUIER PERSONA
QUE LO MANIPULE ESTE DEBIDAMENTE CAPACITADA




Instrucciones para el embalaje de muestras:

1.- LLENE TODA LA INFORMACION COMPLETA EN PARTE EXTERIOR DE LA CAJA: DATOS DEL REMITENTE, DATOS DEL
DESTINATARIO, DATOS DEL RESPONSABLE DEL ENVIO Y SU TELEFONO.
INCLUYENDO LA CANTIDAD TOTAL DE MUESTRAS EN LA CAJA.

2.- COMPLETE EN EL EXTERIOR DE CADA ENVASE SECUNDARIO LA LISTA DETALLADA DE SU CONTENIDO.
TIPO DE MUESTRA, ESPECIE, NO. DE CASO, EXPEDIENTE, LOCALIDAD REGION SANITARIA' Y FECHA DE ENVIO

3.- COLOQUE LOS ENVASES PRIMARIOS DE LAS MUESTRAS DEBIDAMENTE IDENTIFICADAS J
(BOLSAS EN CASO DE ENCEFALOS DE BOVINOS O CANINOS O RECIPIENTES HERMETICOS EN CASO DE QUIROPTEROS) EN BOLSAS CON
CIERRE HERMETICO PARA EVITAR DERRAMES.

4. ASEGURESE QUE TAMBIEN SE CUENTE CON PLASTICO DE BURBUJA QUE SE ENCUENTRA ALREDEDOR DE LAS
PAREDES INTERNAS DEL ENVASE SECUNDARIO Y PAPEL FILTRO EN LA BASE, Y PROCEDA A COLOCAR LA MUESTRA
DENTRO DEL ENVASE SECUNDARIO.

5. COLOQUE LA TAPA Y CIERRE HERMETICAMENTE.

OLOQUE CADA ENVASE SECUNDARIO DENTRO DE LA CAJA RIGIDA CON REFRIGERAN




Instrucciones para el embalaje de muestras:

7. COLOQUE LA DOCUMENTACION CORRESPONDIENTE DE CADA MUESTRA DENTRO DE LA BOLSA
DESTINADA PARA ELLO EN LA PARTE ANTERIOR DE LA TAPA DE LA CAJA.

8. PROCEDA A COLOCAR CINTA ALREDEDOR DE LA CAJA PARA CERRAR, ASEGURANDO QUE LA CAJA
SIEMPRE TENDRA LA ORIENTACION QUE INDICAN LAS FLECHAS A LOS LADOS DE LA CAJA. '

DOCUMENTOS DE IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
SE ENCUENTRAN DENTRO DE LA CAJA

BioBox ]

BIO-B501
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GRACIAS




