LACTOSCAN SCC

Manual de Uso

Conteo exacto de células somaticas en trespasosfaciles
Sencillo. Rapido. Preciso. Confiable.




El manual de uso del Lactoscan SCC esta hecho para ayudarles a trabajar con el equipo.

El manual consta de instrucciones paso a paso para configuracion, uso y mantenimiento
del equipo, preparacién de muestras, recogida y procesamiento de los datos recibidos.

La informacion contenida de este manual es precisa y aplicable para las ultimas versiones
de hardware y software de Lactoscan SCC. Sin embargo, puede ser cambiada sin ningin

tipo de consulta previa y notificacion.



Medidas de seguridad

1.

Asegurese siempre de que la fuente de alimentacion coincide con la tension
suministrada en su region.

Para "Condiciones de trabajo de entorno" Véase pagina 12.

Este equipo funciona con enfriamiento aéreo, lo que significa que su superficie se
calienta durante el trabajo. Al instalar, asegurese de que no hay nada alrededor de
él a los 10 cm (4 pulgadas) de radio.

Nunca cologue objetos metalicos sobre ventilador aéreo, ya que esto puede causar
una descarga eléctrica, dafos fisicos o perjudicar el equipo.

Asegurese siempre de que el interruptor principal estd en la posicién "OFF" antes
de conectarlo a la red eléctrica.

Nunca toque el cable de alimentacién con las manos mojadas

Para que evitar una posible descarga eléctrica, asegurese de que la alimentacion
esta bien conectado a tierra.

En caso del equipo dafiado, apaguelo y pdngase en contacto con el servicio técnico
autorizado. No desmonte el equipo. Si lo hace, la garantia no sera considerada
valida.

Utilice sélo los accesorios autorizados (USB Flash drive, LACTOCHIP, teclado y ratén
inalambricos).

10. Utilice este equipo sdlo en la forma que se indica en este manual de uso y en los

documentos relacionados con sus componentes. Cada un uso inadecuado del
equipo es preocupante en gran medida y puede causar dafos como mencionado en
las notas de advertencia.



Simbolos de seguridad

Los siguientes simbolos se pueden encontrar sobre el equipo y en este documento. Por
favor, les dan una atencion especial y siempre utilice el equipo de la manera mas segura
posible.

Simbolo Sentido
A Atencion y advertencia

El equipo cubre todas las disposiciones
de la UE
_’<I_ Proteccién del cambio delos polos del

fuente de alimentacion

Positivo y negativo de la toma de

D—2—C corriente
Advertencias
Objeto Advertencia
Bateria incorporada del Existe un riesgo de explosion si la bateria se cambia
tablet de manera incorrecta. Esta bateria no se cambia por el

cliente. Por favor, pongase en contacto con el servicio
técnico autorizado.

Caja No desmonte la caja. No hay componentes ajustables
dentro de la caja. Si hay un problema, por favor,
pongase en contacto con el servicio.

Guia No intente reparar el equipo, al menos que esta
instruccion esta perfectamente entendida y discutida.

Si no prestan suficiente atencién a esta instruccion,
esto puede causar dafo al proveedor de servicios,
choques eléctricos, mecanicos o otros riesgos.



Residuos Después de usar el LACTOCHIP es necesario tirarlo a
la basura apropiada.

Operador Debe tener los conocimientos basicos sobre el
procedimiento de recuento de células.



Contenido:

g 0T [N Tlol o] o IR PP PP SOPPPPPP 7
Principio de funcionamiento de Lactoscan SCC........ccuuiiiiiiiniiiiiiini e e 8
Desembalaje de LactoSCan SCC.......oiiiuuiiiiriiernirers s s s s e ssns s srssssrssssra s s srnesesnnsanes 11
(@o] g1 e=Ta1 (o (o ]a [N = I or= | - PP 12
Descripcion de LACTOSCAN SCC ....cvvviiiiiiiieeeeerenrennsnnnnnnnnnnnnssnnnnnnnnnnsneeeeees 14
Descripcion de LACTOSCAN SCC KIT ...ccviiiiiiiiiiieieeeeeeeenessnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnneeeeees 16
DescripCion de LACTOCHIP ........ccviiiiiiiierierrrrrrrnnnnnerennnnnnsseenennnaaaa 17
ESPECIfICACIONES ....ieeeiieei s e e s s e s a s e e r s e e s e s e rn s e e s e e rnneernnaeren 18
Descripcidn de las pantallas basicas de SOftWare ........cceevvviiiiiiieeirsriiiin e eeerern e 21
Preparacion para trabajar con LactoSCan SCC........uuuuurrrrrrmmremmenininsssssessseseeeeeesseeeens 36
Preparacion de muestra para @naliSiS..........cevvirieiieiiiirerrrriiri e 38
Introduccion de datos de nuevas muestras durante el proceso de analisis ..................... 51
Andlisis referencial de 1aS MUESLIAS ........oeeiiiiiiiiiiiiieie e 55
Guardar la foto del analisis en formato .BMP..........ccoeccuriiiiiiiiieiee e 61
Configurar los parametros de @naliSiS ..........cccceeiiiiiiiiiiiiiiie e 63
Borrar un resultado en la base de datos..........cuuiiiiiiiiiiiii s 69
La limpieza de 1a base de datos.........ccuoiiiriiiiiiiici e 70
Imprimir los resultados de la base de datos. .........covvvviiiiiiiiiii s 72
Imprimir los resultados con una imprenta eXterNa.......ccovvveeieienieerie e 74
Guardar los resultados como archive PDF: .........ooouuiiiiiiii e 75
Guardar los resultados en el archivo EXCel: ........ccuuuiiiiiiiiiiiiii e 77
El enfoque de LACTOSCAN SCC....cvuuiiieuiiirriiernssernssesssssssssssnsssssssssssssssrsnssssnnssesnnseees 79
El trabajo en Modo avanzZado.........coeeuiiieiiiiiri e 83
Renovacion de la informacién para los tipos de LACTOCHIP, disponibles en software. .... 93
El cambio de los filtros de LACTOSCAN SCC.......uiiiiiiniiiiiiiin e e e e rn e een s 95

Limpieza y mantenimi€nto. ......ccuoiieiiiiiciiciie e e s e s e e e na e 97



LACTOSCAN SCC método para determinacion de la cantidad de células somaticas en la

leche cruda con LACTOSCAN SCC



Introduccion

Lactoscan SCC se basa en la técnica de microscopio de fluorescencia de contar células.
Gracias a la tinta fluorescente, la dptica LED y las tecnologias de rodaje CCD, el analisis de
la lechees preciso, fiable y rapido.

Para contar las células somaticas con Lactoscan SCC, la muestra se mezcla con la tinta
SOFIA GREEN. Son sdlo 8 L que necesitan estar goteados sobre el LACTOCHIP. Después
de eso, el chip se carga en el equipo. El analisis se realiza entre un periodo de 10
segundos y 2 minutos y la duracion depende del nimero de los campos filmados. El
sistema de Lactoscan SCC se estd enfocando automaticamente en el chip y las células
tefiidas estan filmados por la camara sensible CMOS. El algoritmo de analisis de las
imagenes digitales determina el numero de las células fluorescentes y calcula su
concentracion y tamano. El resultado se muestra automaticamente en la pantalla.

Tinta liofilizada
Muestra de
leche

H La imagen tactila CCD

EEimanni Lentes

El filtro 515 nm '
5

LED 475 nm

El filtro 475/ 20 nm

La imagen de microscopio
LACTOCHIP de fluorescencia

La célula somatica



Principio de funcionamiento de Lactoscan SCC

Unico, 3D, multi-imagen, programa de patente protegido, proceso de escaneo secuencial,
basado en una Optica fluorescente precisa y de baja ampliacidon, software de analisis de
imagenes, LACTOSCAN SCC es rapido, preciso y un contador confiable de células
somaticas. Al mover automaticamente mecanismo por el eje X - Y y la lente liquido en Z,
el dispositivo esta capturando un maximo de 60 imagenes. Después de capturar, las
imagenes son procesadas por el software incorporado y se muestra el resultado promedio
(calculado usando la férmula de IDF / ISO 13366/) de todas las imagenes filmadas. Todo
el proceso, después de colocar el LACTOCHIP en el carruaje, es automatico.

Basado en un microscopio preciso con 6ptica fluorescente y bajo aumento, y un software
de andlisis de imagenes, LACTOSCAN SCC es un contador de células somaticas rapido,
preciso y fiable. Por desplazamiento automatico del mecanismo en los ejes X e Y, el
equipo esta filmando maximo de 60 imagenes. Después de la filmacidn, las imagenes
estan procesados por el software montado y se muestra el resultado promedio de todas
las imagenes filmadas. El proceso completo, después de colocar la muestra en LACTOCHIP
es automatico.




Lactoscan SCC en comparacion con el Método
Estandar para Recuento de Células Somaticas

Los datos descritos abajo son basados en la validacion y verificacion de
Lactoscan SCC realizadas por departamento "Biotecnologias" en el Universidad
"Prof. Assen Zlatarov", Bulgaria.

1. Exactitud de los analisis - comparacion entre Lactoscan SCC y un conteo
microscopico directo de células somaticas (DMCSC)
Imagenes de células somaticas Imagenes de células somaticas
(LACTOSCAN SCC) (DMCSC)
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LACTOSCAN SCC Métodoestandar

NSC (células/ml) *CV % NSC (células/ml) *CV %
100 000 5% 100 000 7%
500 000 3% 400 000 5%
1 000 000 2% 600 000 4%

*Coeficiente de variacion

2. Compatibilidad — proporcion entre los datos de Lactoscan SCC y DMCSC

4.5 T T T T T
4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

LACTOSCAN SCC
{ mean SCCt/mL}

Conteo directo microscopio de células somaticas



Desembalaje de Lactoscan SCC

Desembale con cuidado Lactoscan SCC siguiendo la secuencia ilustrada abajo:

Leyenda:

1. LACTOSCAN SCC /
2. LACTOSCAN START KIT |

3. Mini Vortex

4. Ratdn y teclado inaldambricos

5. Pipetas automaticas




Contenido de la caja

El contador de células somaticas Lactoscan SCC contiene los siguientes articulos:

Articulo Cantidad

Contador de células somaticas Lactoscan SCC 1
LACTOSCAN SCC START KIT 1
LACTOSCAN SCC 12V cable de alimentacion 1
Guia rdpida de LACTOSCAN SCC 1

Pipeta automatica de hasta 100 pL - fijada en
8 UL 1

Pipeta automatica de hasta 100 pL - fijada en

100 pL 1
Teclado inalambrico USB con baterias 1
Raton inalambrico USB con baterias 1
Mini Vortex 1
LACTOSCAN FARM ECO (opcional) 1

Al recibir el equipo, por favor asegurese de que no se ha danado durante el
transportacion. También asegurese de que todos los articulos, incluyendo los mencionados
anteriormente, estan en la caja. En caso de piezas danados/faltados, pongase en contacto
con la empresa transportista. La garantia no cubre dafos causados durante el transporte.

Atencion:

Si no se quitan todos los partes del embalaje, eso puede llevar a un dano del
equipo. Los protecciones de transporte, espuma de poliestireno, deben ser colocados
antes de transportar, con el fin de evitar un dano.

Registracion del equipo:



Cadacliente puede registrarsuLactoscan SCC visitando
www.lactoscan.com/device registration. Es necesario llenar el nimero de serie del equipo,
el nombre del propietario y los datos de contacto. Después de la registracion, seran
recibidos notificaciones sobre las actualizaciones de software e informacidon sobre analisis
nuevos, que se pueden hacer con el Lactoscan SCC.

Designacion del equipo:

Lactoscan SCC esta disenado solamente para analisis de leche en centros de recogida de
leche, laboratorios, etc. Nodebe usarse para analizar leche materna o animal, con uso
terapéutico o diagnostico.

Condiciones de medio de trabajo.

Con el fin de funcionar correctamente y estable durante un largo periodo, Lactoscan SCC
necesita ser instalado en una sala con las siguientes condiciones ambientales:
e Temperatura interior °C 15-35. No se recomienda colocarlo en un local cuya
temperatura esta por debajo de 4 °C.
Evitar exponer el equipo a luz solar directa.
Evitar exponer a una vibracion continua.
Humedad relativa 0-95%.
En un lugar sin gases corrosivos o otras sustancias corrosivas.
En un lugar sin polvo.
10 cm (4 pulgadas) es la distancia minima requerida desde un flujo del aire normal.
No coloque objetos pesados sobre el equipo.



Descripcion de LACTOSCAN SCC

El panel frontal y el panel superior, asi como los accesorios externos, son mostrados
abajo.

ON/OFF boton de

Impresorain la pantalla

corporada

AT
T

Tecladoinalambrico

Entrada para

el LACTOCHIP \
Pantallatactil Ratdninalambrico

Entrada para el LACTOCHIP. Se abre automaticamente y emerge la bandeja para el
LACTOCHIP con la muestra de analisis.

Pantalla tactil. Dirige el equipo. Las funcionesnecesarios y los resultados de los analisis
se muestran alli.

Impresora incorporada. Permite imprimir los resultados después de los analisis o los
resultados de las pruebas anteriores.

Teclado y ratdon inalambricos. Hace la introduccidn de los datos mas facil.

ON/OFF Boton. Se utiliza para encender y apagar la pantalla.



Panel posterior.

Ventilador con
filtro

Interruptor ON/OFF

Inlet entrada,
aI|_mentaC|on 12 +14 YV, USB
min 3A

Interuport ON/OFF - interruptor basico de alimentacion, entender y apagar el equipo.

Inlet entrada 12 + 14 V, min 3 A. Fuente de alimentaciéon. Siempre conecte soélo el
adaptador de alimentacion suministrado junto con el equipo.

Atencion!
No conecte la fuente de alimentacién del equipo si el interruptor ON / OFF no esta
en posicidn de "apagado".

USB puertos. Para conectar USB flash drive y teclado y ratdn inaldambricos.
Atencion!
No desconecte la USB Flash drive mientras el equipo esta funcionando.

Ventilador con filtro. Enfria el interior del equipo.



Descripcion de LACTOSCAN SCC KIT

Tipos de LACTOSCAN SCC KIT:

LACTOSCAN SCC START KIT 100 tests — consiste de 25 LACTOCIPx4 desechables,
100 tubos de ensayo micros con tinte liofilizado SOFIA GREEN y 200 puntas para
pipeta automatica. La fecha de vencimiento del conjunto es un afio después de su
fecha de fabricacion.

LACTOSCAN SCC KIT x4 400 tests — consiste de 100 LACTOCHIP x4 desechables,
400 tubos de ensayo micros con tinte liofilizado SOFIA GREEN y 800 puntas para
pipeta automatica. La fecha de vencimiento del conjunto es un afio después de su
fecha de fabricacion.



Descripcion de LACTOCHIP

LACTOCHIP es un chip desechable, especialmente disefiado para ser utilizado con
Lactoscan SCC.
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LACTOCHIP x4 tiene cuatro camaras
cerradas separadas (A, B, C y D), que
permiten analizar cuatro muestras
diferentes. La capacidad de cada una
camara es 8 pL. Lactoscan SCC toma 16

— — imagenes de la muestra en cada una — —
camara y luego realiza el andlisis por un
algoritmo especifico.
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Atencion!

Antes de comenzar a trabajar con el LACTOSCAN SCC KIT, debe verificar la letra

' del LACTOCHIP. Esta puede ser L o R. La letra L significa LACTOCHIP 4L y la
letra R significa LACTOCHIP 4R. Las letras del LACTOCHIP coinciden con los datos dados
en el programa para el LACTOCHIP. Un LACTOSCAN SCC KIT contiene chips solo con la
letra L o solo con la letra R.




Especificaciones

LACTOSCAN SCC ‘

Contador de células
somaticas

Tipo:

Dimensiones 25.5 cm x 38 cm x 30 cm

(Alto x Ancho xLargo):

Peso: 7.300 kg

Tension de trabajo: 100-230 VAC, 2.5A, 120V
CARACTERISTICAS

Frequencia: 50/60 Hz

Fuente de energia: 12V, 5A, 60W

Lugar de montaje: Solamente interior!

Temperaturadelaire: 15-35 °C

Humedadrelativa: 0-95%

De 10 segundos hasta 2 min
Tiempo de analisis: dependiendo del numero de
las fotografias tomadas.

Concentracion de

X 0 + 1x10’células/mL
células en la muestra:

ESPECIFICACION

TECNICA
Cantidadnecesaria de

muestra: Bl

LACTOSCAN SCC Firmware
Firmware: (para actualizaciones visite
www.lactoscam.com/updates)



USB:
Lente:
LED:
OPTICA Filtro:
Camara:

IEC 60825-1:

LACTOSCAN SCC STARTER KIT 100 tests

4 Gigabyte

4 x

5 W azul LED, 465 nm

Filtros de excitacion y emision

CMOS

1993+A1; 1997+A2; 2001

Dimensiones
(AlxAnxL):

Peso:

Numero de LACTOCHIP

ESPECIFICACIONES x4

TECNICAS

Numero de SOFIA
GREEN tinte liofilizado:

NuUmero de puntas para
la pipeta automatica:

355 mm x 255 mm x 135
mm

1.500 kg

25 pcs

100 pcs

200 pcs



LACTOSCAN SCC KIT x4 400 tests

Dimensiones (AxAnxL):

Peso:

Namero de LACTOCHIP

CARACTERISTICAS xA4:

FISICAS

Namero de SOFIA
GREEN tinte liofilizado

Namero de puntas para
la pipeta automatica:

355 mm x 255 mm x 135 mm

1.500 kg

100 pcs

400 pcs

800 pcs

LACTOCHIP x4 ‘

ESPECIFICACIONES
TECNICAS

Material:

Dimensiones (AlxAnxL):

Peso:

Volumen de la camara

Espesor de la camara
microfluidico

ABS y PMMA

2 mm Xx 25 mm x 75 mm

0.005 kg

8 uL

50 um



Descripcion de las pantallas basicas de software
LACTOSCAN SCC software incluye lassiguientes pantallas basicas:

e Pantalla “Inicial”

» 1D del equipo

B e i citues comtionsan f oche Boton de salida
Version de control (Xae::isé:ltl;tso?ecs :g?s‘::ulxlza(::;l)ss o BOtén de
Version del microscopio 1.0, Kodak image sensor KAF-0402E manual
f . Controlador de motores listo
= i Microscopio listo Resu m e n
ﬁ» Pantalla lista

Inicializacion con éxito!

Botdn continuar

26.022018 10:37 4.

Pantallainicial

ID del equipo Informacion sobre las versiones de software del equipo

Boton de salida ) .
Pulsando este boton el operador pasa al menu

Apagar/Sistema de operacion de donde puede elegir si
apagara el equipo o solo el programa.

Presionando este boton el manual de uso de
LACTOSCAN SCC se abre en PDF

Resumen _ _ B _
Contiene informacion sobre el estado del equipo

después de la prueba auto-diagndstica.

Pulsando el botdn el operador pasa a la pantalla
principal del software.




% ,}" COM3

\#9® PCE Device

i m Wicroscope Device

COM 3 debe ser seleccionado para que el aparato
funcione correctamente.

Dispositivo PCB debe ser seleccionado para que el
aparato funcione correctamente. Para demostraciones,
seleccione «Simulador», asi solo el software estara
funcionando, sin el dispositivo en si.

Dispositivo Microscopio debe ser seleccionado para que
el aparato funcione correctamente. Para
demostraciones, seleccione «Simulador», asi solo el
software estara funcionando, sin el dispositivo en si.



e Pantalla “Principal”

Boton esprincipales
Botones funcionales
Full screen button

Botdn START

Botdn de Salida

Boton de instrucciones
Botdn Imprimir, Botén PDF

Ver la imagén
Campo de resultados

Estado de la salud del

animal
Boton Buscar

Botdn Resumen

vy

v

[= Principal 1" Gréafico ~ Opciones Avanzado 27.6.2018 r. 09:21 u.

Cliente Varosha013
Tipo de leche Leche de vaca

Chip Fecha
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.2.2016 r. 09:28:20 +

E)

LACTOSCAN 4R 50pr 19.2.2016 r.
LACTOSCAN 4R 50pr|19.2.2016 1.
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.2.2016 r. 09:32:36 « | Varoshal

LACTOSCAN 4R 50pr | 19.2.201
LACTOSCAN 4R 50pr
LACTOSCAN 4R 50pr 19.
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.. 6r.
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.2.2016 1. + |Varosha101
LACTOSCAN 4R 50pr|19.2.2016 r. +|Varosha101
LACTOSCAN 4R 50pr | 19.2.2016 1.
LACTOSCAN 4R 50pr|2.3.2016
LACTOSCAN 4R 50pr

IEE |l Resumen |

Botdn Detalles

Campo de
resultados

Pantalla Principal

Botones principales Cambiar las pantallas principales del software

Botones funcionales _ ,
Permiten marcar y desmarcar todas las cé€lulas contadas,

seleccionar células, acercarelimagen pulsando los
botones.

Muestra imagen elaborada por software donde células de
mastitis son de color verde, células de cultivo en azul y el
fondo es resentado  completamente limpio.




[

El software marca todas las células contadas. Las células
de mastitis estan marcadas con un cuadrado rojo, las
células de cultivo en cuadrado azul.

Muestra la imagen real.

Permite al usuario seleccionar si desea ver solo las células
de mastitis o células de levadura o todas las células y
acercar la imagen:

Marcar solo las células de mastitis

Marcar solamente las células somaticas
Marcar solamente las células de levadura

Marcar todas las células

Cl Caber en ventana
100% Tamafio original
200% Agrandado 2 veces
300% Agrandado 3 veces
400% Agrandado 4 veces
500% Agrandado 5 veces

Imagen editada por software Imagen real

Marcar solo las células de levadura

Imagen editada por softwarelmagen real



=

Marcar todas las células

Imagen editada por softwarelmagen real

Acercamiento

Abra la imagen a la pantalla completa y regresa la imagen
al Modo principal.




Transfiere la imagen en modo Avanzado en el que el
usuario puede examinar en detalles.

Inicia el analisis de la muestra

Apagar el equipo

Pasa a pagina Imprimir

Muestra un informe del analisis en formato PDF.
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Muestra la densidad de las células somaticas en la

Ver la imagén .
muestra analizada.

Campo de Resumen del analisis seleccionado
resultados u
He Las banderas muestran los siguientes estados de salud

del animal:



1. - mastitis sub-clinica
2. ! mastitis clinica

3.“ - Presencia de células de levadura en la
muestra de leche. Posibilidad de mastitisde
levadura. Es necesariorealizar una prueba
paraconfirmarlo.

@ Abre el panel Buscar
W Pasa a una tabla con informacion resumida sobre los
analisis realizados

. Pasa a una tabla con informacion detallada sobre los
Detalles . ;
: analisis ya realizados

e Pantalla “"Opciones”

Permite al operador configurar ajustes de analisis de acuerdo con los requisitos locales o
regionales de los diferentes tipos de leche.

gPrincipal (W Grafico )X 0 I ( Avanzado 26.02.2018 10:49 u. Boton
LSCC - Lactoscan contar de células comaticas, v1.2.0.42 esprl nCI pales
i  Usuario Procedimiento ~ Optica " Brillo  )|f Enfocando )]

User options

T di t | que debe aplicar parametros A T la Pa rame,tros de

= medicion

;

Mlmmum cell size in mlcrometersr vael de advert ia dg con@r células [-10°/mL] N |Ve|e5 de

C— E advertencia

Tamano mammo de celula en mlcrome(ros Critical Ieve{of cells count [-10%/mL]

2]

_ L. - Alcance de

El limite supenor del tamano de celula en micrometros Laboratory offset in percentage .

Eltamafio méximo de supe egative or posttive number, or zero inal resut La boratorlo

Aplicar y guardar
Configuraciones
predeterminadas
Enfocar
i Opciones

adicionales

www Lactoscan.com 26.02.2018 10:49 .

Pantalla “"Opciones”




Botones principales Cambiar las pantallas principales del software

Parametros de Establece el tamafo minimo y maximo de las células
medicion contadas para las diferentes muestras de leche

. . Ajusta un nivel de advertencia de mastitis sub-clinica y
Niveles de advertencia A . :
clinica de acuerdo de las especies y raza delosanimales
Alcance de

Laboratorio Coeficiente de correccion

Aplicar y guardar Aplica las opciones de configuracion y sus almacenamiento
Ajustes Ajusta configuraciones predeterminadas para parametros
Predeterminados de medicion y niveles de advertencia.

Abre un menu con opciones necesarias Unicamente para
Opciones adicionales servicio

Enfocar Presionando el boton pasa al menu Enfocar



o Pantalla “Graficos”

"gPrincipal "~ "Opciones | Avanzado 26.02.2018 10:51 u. BOton esprinCIpales

Tamafio de célula min [um] Tamarfio de célula max [um] Resumen R
' esumen

ID: 323C
Células:13 Células por mL:133:10° T|p0 de

Grafico del tamafio df célula Grafico de la muestra Ta ma ﬁ Opromed |O

Tamafio min. y
max. de la célula

Graficos

Columnaroja

Nimero de células
Numero de células

B 0 < 0 % 0 s 0 B 0 o %0 < ,
Tamano de célula [pm] Numero de imagen Ll neave rde

26.02.201810:51 4

Pantalla “Graficas”

Botones principales Cambiar las pantallas principales del software

Resumen Resumen de los datos utilizados para hacer las graficas
Cambia la fuente de informacion utilizada para crear los
graficos

Campos del tamaio
minimo y maximo de la Presionando los botones de flecha se ajusta el limite del
célula tamano de las células incluidas en el resultado final del

analisis

Representacion grafica de los datos de analisis.
"LagraficaTamafo de la célula" presenta los nimeros de
las células de acuerdo con su tamafo. "Lagrafica
Muestra" presenta el tamafio y el nimero de las células
que entraron en los cdlculos de los resultados del
analisis.

Graficas

Tamaiio promedio Tamaio promedio de las células



Linea verde Muestra el tamafio promedio de las células

Muestra una imagen que no esta incluida en el calculo
del resultado final. En la tabla de datos del andlisis la
imagen esta marcado con NO en la columna VALIDO,

por causa de desviacion inaceptable respeto aresultado
promedio.

COI umna rOja Tamafio medio de células [pr|Valida
1.31 si
10.29 si
11.00 si

10.67 si
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o Pantalla “"Avanzado”

» Botenes pricipales
» pantalla completa

Opcione & Avanzado 6.02.2018 04

Botones funcionales

(]

: Sectores de prueba
)
W e Modo 3D

Verificacion de la imagen

Boton Abrir

Il Boton Guardar

| Botdn de Secuencia
Pra— Boton Estacionar

< | Tiempo de exposicin 0.234 seguntos = ) 2 g D/‘ = s
- - - = v Botdn Expulsar

|

1 Leche de vaca

= C LACTOSCAN 4R50u;x16 = EI tIpO de LACTOCHIP
=2 Contar do ] osicion do camara PYTEYTIT I
Posicion de la camara

microfluidica
» Contar absolutamente

todas las células
» Seleccionar la camara

microfuidica y capturar la

imagen _
—» Configuarcinon de brillo

T—
1ray 2da potencia de la luz 50.0%
I

—+» Datos de la
muestra de leche

Pantalla “"Avanzado”

Botones principales Cambiar las pantallas principales del software

Abra la imagen a la pantalla completa y regresa la imagen
al modo principal.




Botones funcionales

L

L)

Permite al usuario marcar y desmarcar células, seleccionar
células, ampliar la imagen pulsando los botones.

Muestra la imagen editada del software en la cual las
células de la mastitis se colorean en verde, las células de
la levadura en azul y el fondo se presenta completamente
liso.

El software marca todas las células contadas. Las células
de la mastitis estan marcadas con cuadrado rojo, células
de levadura en cuadrado azul.

Presenta la imagen real.




Permite al usuario se leccionar si desea ver sélo células de
mastitis, células de levadura o todas las células, también
para ampliar la imagen

Marcadas son solo células de mastitis.

Imagen editada del Software Imagen real

Marcar solamente las células somaticas
Marcar solamente las células de levadura

Marcar todas las células

C}\ Caber en ventana
100% Tamafio original
200% Agrandado 2 veces

300% Agrandado 3 veces Marcadas son solo células de levadura

400% Agrandado 4 veces

e Imagen editada del Software Imagen real

Maradas son todas las células

Imagen editada del Software Imagen real




Ampliado

Permita que el usuario seleccione el sector exacto de la
Sectores de prueba camara microfluidica que desea probar y examinar en el
modo avanzado.

Examinala imagen de prueba enel modo 3D.

TR T T O ——————
@Principal | (¥ Grafico Opciones 26.02.2018 11:45 4.

Verificacion de la Muestra la densidad de las células somaticas en el sector
imagen seleccionado.

@5 ) Abre una imagende una prueba anterior para un examen
posterior en Modo Avanzado.
([j ) Guarda la imagen mostrada en el campo ,Verificacion de
la imagen"
% Estaciona la carruaje con el LACTOCHIP cargado.
N—/

@ Expulsala carruaje con el LACTOCHIP.



Seleciona el tipo del LACTOCHIP.

[LACTOSCAN 4R 50um 4x16 i

YT estacionado) Myestra_ _Ia posicion de la carruaje con la camara
microfluidica / LACTOCHIP.

Contarde " Muestra las células contadasde la imagen del sector de
&lul | .
— prueba seleccionado.

Usando las flechas el usuario puedese leccionar el sector
de prueba de la camara microfluidica y presionando el
boton de captura puede hacer una foto.

cion 0.234 seguntos

N - Permite realizar cambios manuales o automaticos de

Gain 0 (factor 1.000)

oy it 'y brillo, potencia de la luz y enfoque.
Dilucién Tipo de muestra Introducir informacion sobre la dilucon y el tipo de
1 Leche de vaca

muestra examinada.




Preparacion para trabajar con Lactoscan SCC

La secuencia en la preparacion para trabajar con Lactoscan SCC:

1. Coloque el equipo sobre una superficie lisa, nivelada, seca, sin nada de su alrededor (10
cm; 4 pulgadas).

2. Asegurese de que la fuente de alimentacidn eléctrica es igual a la necesaria y conecte el
cable a la entrada en el panel trasero. El uso de fuente de alimentacién eléctrica
inadecuada puede dafar el equipo.

3. Coloqgue el enchufe a la red eléctrica.

4. Pulse el boton ON / OFF, situado en el panel trasero del analizador y espere un minuto
para cargarse el equipo.

5. Encienda la pantalla utilizando el botén ON / OFF colocado en su lado superior.

6. Lactoscan SCC carga el software y realiza una prueba de diagndstico independiente,
incluyendo todos los componentes Opticos. Si se encuentra un problema durante la
verificacién con cualquier de los componentes, el programa no permitiria continuar a la
pantalla principal y mostrara donde se encuentra el problema.

m Lactoscan Contador de Células Somaticas / “
El analisis de células somaticas en la leche N

Version LSCC  1.2.0.42/2017-8-8 6:53:53 "
Version de control de los motores 0.0 000000 SN 0000000-0000000 =

Version del microscopio 1.0, Kodak image sensor KAF-0402E

"ﬂ: Inicializacion del controlador de motores|fallada Pr0b|emaS
relacionados con la
Clbgmtondiind Conectado, no enfocado éptlca, |a meca’nlca

Pantalla lista y Ia OperaCIén

Inicializacion fallada!

Los problemas pueden ser causados por desconexion de los cables, falta de la fuente de
alimentacidon o un fallo del software durante el proceso de encender. Para eliminarlos es
necesario actualizar el programa pulsando el botén Reintentar (inténtelo de nuevo).

Ayuda
7. Pulse el boténpara abrir una instruccion de ayuda para verificar los
cables.




ERROR: La conexion con el hardware esta perdida
El port de comunicacion del controlador de motores no esta presente en Windows OS.
La interfaz de microscopio no esta presente en Windows OS.

Verifique que el dispositivo esta encendido, y revise si todos los cables estan conectados.

Desconecte el dispositivo del interruptor de encendido en el panel posterior, espere unos segundos y vuelva
a encenderlo.

Espere unos segundos mas y pulse el boton RESET.

Si el problema sigue aparecer, apague Windows y reiniciar el dispositivo.

Por favor, verifique el hardware y pulse uno de los botones abajo!

T
T (SN MR ADAGAR

www Lactoscan.com 26.02.2018 11:38 4.

Si el problema no se resuelve, pongase en contacto con su distribuidor local o
www.lactoscan.com/service.
8. Pasar a la pantalla Principal pulsando el botédn Continuar

“Avanzado 26.02.2018 10:43 v

1.0, Kodak image sensor KAF-0402E

Controlador de motores isto

crome Viadimpek052
Lec!

Microscopio listo vaca conservada

Pantalla lista

LACTOSCAN 4R 3 500200 11241 4
LACTOSCAN 4R e 400200 12026 «

Iniclalizacién con éxito!

LACTOSCAN L Sy 2800 20% 403 « K s




Preparacion de muestra para analisis

Para preparar una muestra para analisis se necesita:
e Lechecruda;

e LACTOSCAN SCC KIT;

e 2 uds. Pipetas automaticas.

Atencion!
Para obtener resultados precisos de referencia, se deben cumplir los requisitos de
muestre o especificado sen lanorma ISO 707 | FIL 50.

Atencion!

La precision del ensayo depende de la aplicacion correcta de todas las etapas de
preparacion de la muestra y su buena mezcla. Para minimizar la diferencia de los
resultados de varias pruebas en la misma muestra de leche, siempre mezcle bien la
muestra antes de tomar una parte de ella. La muestra es representativa solamente
cuando esta bien mezclada.

Etapas:

1. Preparacion de la leche cruda:
Es obligatorio usar leche cruda, que puede ser acabo de ordefiado, o conservada en
temperatura ambiental de 15-25°C. Se necesita el volumen minimo de 30 ml.

Atencion!
De acuerdo con el Estandar Internacional ISO 13366-1DF| 148-1:2008, para
obtener los mejores resultados, debe respetarse los siguientes principios:

Si las muestras son sin conservante, deben ser medidos dentro de las 6 horas
después del ordeno.

Si las muestras no pueden ser medidos en el curso de estas 6 horas, deben
ser conservados con Bronopol (CsHgBrNO,;), Dicromato de potasio (KCr,07) o
Formalina (H,C=0) en cantidades especificadas en las normas de toma de
muestra para analisis. La concentracion final de Bronopol no debe exceder de
0,05 g por 100 ml de muestra de prueba. La concentracion final de dicromato
de potasio no debe exceder de 0,1 g por 100 ml de muestra de prueba. Pueden
almacenarse en un refrigerador de 4 °C no mas de 6 dias.

Recomendamos usarse Bronopolcomo el preservador de la leche!



Antes delensayo, las muestras deben ser calentadas hasta 40 °C y enfriadas
hasta 20 °C y después mezcladas con cuidado por el mezclador MiniVortex.
Cuando la leche esta en un refrigerador, los globulos de grasa salen en la
superficie y la mayoria de los leucocitos se adhieren a ellos, y por lo tanto las
células somaticas suben junto con los globulos de grasa. A menudo, si la
muestra no se calienta hasta 40 °C y no se enfria hasta 20 °C, no es posible
mezclarse bien, lo que lleva a una distribucion desigual de las células somaticas
en el volumen de la muestra. A continuacion, los resultados variaran.

Las muestras conservadas deben almacenarse en una nevera no mas de 5-6
dias.

La muestra debe ser no mas de 50 ml, y no debe llenarse la botella con el fin de
permitir mas facil mezclarse con el mezclador Vortex o por la mano.

Atencion!

Si el andlisis no se realiza dentro de las 3-4 horas después del ordefio, es

necesario que conservar la leche. Cuando se conserva la leche cruda, se
recomienda el uso de conservantes formol, bronopol o dicromato de potasio.

Atencion!

Si la leche conservada esta enfriada por debajo de 10 °C, debe ser templado

naturalmente a temperatura ambiental 15-25°C. Leche recién ordefiada, no es
necesario ser enfriado o calentado.
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encima de:

18 °T (Therner) para leche de vaca
17 °T para leche de bufala

16 °T para leche de cabra

22 °T para leche de oveja
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Atencion!
No utilizar para analisis leche cruda o conservada con una acidez por
o
[ ]
]
[ ]
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Atencion!

En caso de medir leche con grasa mas de 5%, por ejemplo leche de

bifalo, es necesario diluir con agua la muestra de leche en proporcion
1:1.Luego se toman 100 pL y se anaden al tinte liofilizado. Adicionar agua, evita
las dificultades de entrada de la muestra de leche en la camara microfluidica.

Utilizando la mezcladora Mini Vortex agite la muestra de leche cruda. Situando la punta
del envase en la mescladora, pulse y mantenga pulsado durante 1-2 segundos, (ver 1, 2,
3.). Repita 3-4 veces prestando atencion de que durante el proceso de agitacion la
muestra no llegara a la tapa del envase.



L, T

2. Gotear 100 pL de leche cruda en el micro-tubo con SOFIA GREEN tinte
liofilizado:

Tome un micro tubo que contiene SOFIA GREEN tinte liquido, abralo y coldquelo sobre el
soporte.

Atencion!

Antes de empezar a trabajar con las pipetas automaticas, lea cuidadosamente su

manual de instrucciones. Haga unos ensayos chupando y pipeteando agua con el
fin de comprender en qué momento llega el primer y el segundostop del botdn de trabajo.

Tome una pipeta automatica previamente ajustada a 100 pL. Asegurese de que el cono
frontal de la pipeta esta limpio. Pongala verticalmente por encima de una punta de la caja
para pipeta automatica e inserte el cono de la pipeta en la entrada de la punta presionando
suavemente.

Desde la posicidn inicial (ver 2.1), apriete el botdn de trabajo de la pipeta hasta que se
alcanza el primer stop (ver 2.2), mantenerlo apretado y sumerja 2-3 mm de la punta en la
leche (ver 2.3). Suavemente suelte el botdn y retire la punta del liquido. Toque las paredes
de la botella para eliminar el exceso de leche (ver 2.4, 2.5).
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Gotea lalecheen un micro-tubo ya abierto presionando suavemente el botén de trabajo de
la pipeta desde la posicidn inicial hasta el primer stop (ver 2.6, 2.7). Después de un corto
periodo de tiempo, presione el botdn al segundo stop (ver 2.8). De esta manera vaciara la



punta y garantizara el pipeteado preciso. Siempre gotea la leche sin sumergir la punta en el
tinte liofilizado.

Suelte el boton a su posicidn inicial (ver 2.9)

=5 g~ =5
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3. Agitar la muestra:
Cierre el micro-tubo con el tinte SOFIA GREEN y la muestra de leche. Tomelo del estante y
coloque su punta en la abertura delamezcladora Mini Vortex. Pulse y mantenga pulsado
durante 1-2 segundos y aparte. Repita 8-9 veces cuidando que la solucién no llegue hasta
la tapa del micro-tubo. (Ver 3.1, 3.2y 3.3).

A3, N N

3.1

4. Interaccion de la leche con el tinte:
Se necesita 1 minuto para esta interaccion. Si es menos de 1 minuto o mas de 20, el
resultado del andlisis puede ser con una desviacion 2-3%.

5. Repetida agitacion de la leche
Tome el micro-tubo que contiene la muestra y coloque su punta en la abertura del
agitador MiniVortex. Pulse y mantenga pulsado durante 1-2 segundos, retire. Repita 3-4
veces cuidando mientras agitar que la solucidon no llegue hasta la tapa del micro-tubo.
(Ver 3.1, 3.2y 3.3).

A  Atencion!



Si han pasado mas de 5 minutos de colocacion de la leche dentro del micro-tubo con tinte
SOFIA GREEN, la muestra debe estar agitada por el Mini Vortexotra vez, antes de llenar el
LACTOCHIP.

6. Gotear una muestra de 8 pL en la camara de micro-fluidos del LACTO CHIP
x4:

Abra un LACTOCHIP x4.

A Atencion!
No toque la superficie superior del LACTOCHIP x4. Témalo por sus bordes
laterales.

Para colocar la muestra dentro la cdmara de microfluidos LACTOCHIP x4, tome una pipeta
automatica previamente ajustada de 8 L.

Asegurese de que el cono frontal de la pipeta esta limpio. Coléquelo sobre una punta ya
preparada e inserte el cono de la pipeta en la abertura de la punta presionando
suavemente.

Abra el micro-tubo que contiene la solucion.

Desde la posicidn inicial (ver 6.1), pulse el boton de trabajo de la pipeta hasta que se
alcanza el primer stop (ver 6.2), mantenerlo pulsado y sumerja 2-3 mm de la punta en la
solucién (ver 6.3). Suavemente suelte el boton de trabajo y retire el punta del liquido.

6.1 : 6.3

Ahora hay 8 pL de solucidén en la punta.

Tome el LACTOCHIP x4 por sus bordes laterales.
Gotea la solucién en un angulo aproximadamente 80° en el orificio con la forma
semicircular.Presiona suavemente el botdn desde la posicidn inicial hasta el primer stop



(ver 6.6, 6.7). Mantenga apretando el botdn en primer stop, retire la pipeta del LACTOCHIP
y suavemente suelte el botdn a la posicidn inicial (ver 6.8).
De esta manera va a vaciar la punta y asegurar un trabajo adecuado.

Atencion!

No utilice el segundo stoppara evitar entrada delaire en la cdmara de
microfluidos.

Atencion!
Evitar formar burbujas en la camara de microfluidos y salpicaduras.

54
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6.6

Para cargar las camaras restantes de LACTOCHIP x4, repita el procedimiento descrito en
puntos 1 - 6 rellenando consecutivamente las cdmaras de micro-fluidos de A-D.

Atencion!

Se recomienda el uso de todas las cdmaras de microfluidos a la vez. Si utiliza s6lo

1 o 2, almacene el LACTOCHIP x4, teniendo cuidado de no contaminarlo con
polvo o otros tipos de contaminacion para evitar resultados falsos.

Atencion!
A Se recomienda colocar LACTOCHIP x4 ya cargado dentro del equipoe iniciar los

analisis en maximodel minuto. El retraso puede causar resultados inexactos
debido a la evaporacion de la muestra y la entrada delaire en la misma.
7. El inicio de los analisis:

Coloque la muestra cargada con LACTOCHIP x4 en el bandeja del Lactoscan SCC. Usando
el software, inicie el analisis.

8. Tirar los residuos:



Usando el botdn "quitar la punta", retire la punta dentro del micro-tubo con la muestra.
Deseche el micro-tubo con el residuo de la muestra, la punta y el LACTOCHIP utilizado
para el andlisis en un recipiente apropiado.



Analizar la muestra

1. Pulse en la pantalla principal para introducirlos datos de la muestra.

 Principal 26.02.2018 10:43 w.

Camara ERYTSTIIMERRY L ACTOSCAN 4R 50pm 4x16 -

R T T ) e
Di Leche
|1 Jiechedevaca -

Cliente Cliente
0 3030

0000-0001014 - 0000-0001014 -
cheste Viadimpek052
Tipo de leche Leche de vaca conservada Y .l ) R
Promodio Cotsias 3

Dilucion  Leche Leche  Dilucion

[ echocovaca

Cliente Cliente

0000-0001014 - 0000-0001014 -

/\ —

2. Elija el tipo del chip del meni desplegable |LACTOSCAN 4R 50pm 4x16 |

Atencion!
A Antes de comenzar a trabajar con el LACTOSCAN SCC KIT, debe verificar la letra
del LACTOCHIP. Esta puede ser L o R. La letra L significa LACTOCHIP 4L vy la
letra R significa LACTOCHIP 4R. Las letras del LACTOCHIP coinciden con los datos dados
en el programa para el LACTOCHIP. Un LACTOSCAN SCC KIT contiene chips solo con la
letra L o solo con la letra R.

LACTOSCAN SCC STARTER KIT Somatic cell
counting

Kit consists of the following:
bles:

=
LACTOCHIP x4 - 25 pcs .
SOFIA GREEN Iyophilized dye -100 pcs
Automatic pipette tip -200 pes.

+ Reusables:

Container for milk sample 50 mL - 4 pes
Micro-tube rack - 2 pcs

Fiter 1 for LACTOSCAN SCC - 12ps:
Fiter 2 for LACTOSCAN SCC - 15 pes

Storage: ? g
LACTOSCAN SCC STARTER KIT must be kept at room
1525C),
LACTOCHIP x4 lot No:
LACTOSCAN SCC Callbration sample must be keptin
Shelf life:
CTH

refrigerator at temperature 5-7 °C, without freezing.

The Kitis designed to be used with LACTOSCAN SCC. 100 tests / kit LA W.com
Manufactured by: Miskotronic Ltd.

LACTOSCAN SCC KIT x4 Somatic cell counting

Thekit f the

LACTOCHIP x4 - 100 pcs

SOFIA GREEN lyophilized dye - 400 pcs .

Automatic pipette tip - 800 pcs . >
g

Storage: (g
LACTOSCAN SCCKIT x4 must be kept at © m E]'
room temperature (15-25°C), protected from direct sunlight. ““"

H

he Kit is designed to be used with LACTOSCAN SCC.
LACTOCHIP x4 lot No: 4L

[ 1
s I
Shelf life: 0\/ @‘
oS
400 tests / kit

vww.LACTOSCAN.com
Manufactured by: Milkotronic Ltd.

0




En nuestro ejemplo elegimos [LACTOSCAN 4R 50um 4x16-| nara [ACTOCHIP 4X16 con
grosorde las cuatro camaras microfluidicas de 50 um

[UCEUMEERY | ACTOSCAN 4R 50um 4x16 - Camara de microfluidos [EYETPTET NPT -
LACTOSCAN 4R 50um 4x16
[LACTOSCAN 4L 50um 4x16
PPILACTOSCAN 2R 50m 2x36 PV o r—p—
W LACTOSCAN 2L 50um 2x36 (@ ( )
_ucrc w COREF) () @V [Bop) (o
Di Leche  Dilu

C—

Cliente

00000001014 -

Dilucion  Leche

Leche de vaca -l

Cliente

Cliente

T
LOOIET)

Leche  Dilucion

Cliente

Cm @%

Dilucion  Leche

[ oo sovca |

Cliente

-
Cliente
0000-0001014 |
e
LCOIET™

Leche  Dilucion

Leche de vaca -
Cliente

L -
Cliente

0000-0001014 - 0000-0001014 0000-0001014 - 0000-0001014 -

3. Todas las camaras micro-fluidicas del LACTOCHIP estan se leccionadas. Si

desea utilizar sdlo 1 o 2, usando el boton
a utilizar en esta prueba.

anule las camaras que no va

En nuestro ejemplo anulamos C y D.

(EERN LACTOSCAN 4R 50um 4x16 - BY L ACTOSCAN 4R 50um 4x16 -

Ee) (B

Coche devaca

0000-0001014

Ee) B
Loche _ Diusion

Cliente Cliente
0000-0001014 N 0000-0001014 -
e
&
e
Dilucion L eche Dilucion

Cliente Cliente

0000-0001014 - 0000-0001014 -

7 Nuoeva

(
Dilucién Leche
.eche de vaca
Cliente

0000-0001014 -

4. Para un analisis rapido, pulse —=:7 y seleccione una prueba del menu
desplegable. Puede seleccionar la prueba “Escanear 25% de las posiciones”,
prueba “Escanear 50% de las posiciones”, prueba “Escanear 100% de las
posiciones”.

Camara de microfluidos X NFTEMIEIT

Leche Dilucién

ioche dovacs ——J1 =]

Cliente

—— p—
(EOICDC) oep) (o

Dilucion  Leche Leche Dilucion

Cliente Cliente

0000-0001014 - 0000-0001014 -

0000-0001014 |




5. Complete el valor del multiplicador de dilucion en el campo | 1
bajo de Dilucion.

Atencion!
El valor de multiplicador de dilucién depende del contenido de grasa en la leche.

Para leche con grasa:

- Hasta 5%, el valor del multiplicador de dilucion es 1, la leche se afade
directamente al tinte liofilizado en el micro-tubo.

- Por encima de 5%, el valor del multiplicador de dilucion es 2, por ejemplo la
leche de bufala, es necesario diluir la muestra con agua en proporcion 1:1.
Luego se toman 100 pL y se anaden al tinte liofilizado. ARadir agua evita el
riesgo de dificultarla entrada de la muestras en la camara de microfluidos.

Atencion!
No olvide cambiar el multiplicador de dilucién en el campo "Dilucién" al trabajar
con leche que contiene grasa mas de 8% y afadir agua destilada.

GORED) ([ @

Dilucion Leche
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6. Elija el tipo de la leche del menu desplegable.
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Cliente
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7. Introduce el nombre del cliente o seleccione delmeni desplegable.

(o) (@ IR

Dilucion Leche

[+ Plochodovaca |

Cliente

0000-0001014
0000-0001014

lva Penev01320
lva Penev01321
Iva Penev(01322
Iva Penev01323
lva Penev01324

8. Después de introducir la informacion de todas las muestras, pulse
para continuar con el analisis. En la pantalla aparecera un mensaje, mostrando
que elbandeja para colocar el LACTOCHIP, sale por la puerta. Si presiona

=== volvera a la pantalla principal.



Por favor, ponga una nueva camara de microfluidos en el carruajel

-
Cancelar

\ J

Por favor, ponga una nueva camara de microfiuidos en el carruaje! El carruaje esta cargado.

o
Cancelar
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11. Si desea ver la imagen de prueba en tiempo real, presione

(0/64) 0% (32/64) 50%

292:10° promedio

r 4 Muestra

N/ (esperando)

r 4 Muestra D

__J (esperando)
0000-0001

0000-0001

0000-0001 | 0000-0001
Leche de vaca l Loche de vaca Leche de vaca l Leche de vaca
Células por mL : ‘ Células por mL : = | A

Células por mL : Células por mL :

@ @ — =
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12. Para imprimir los resultados, pulse

13. Para guardar los resultados y continuar el analisis de las muestras

‘Cancelar
nuevas, pulse o si desea pulse para continuar el analisis de las
muestras nuevas, sin guardar los resultados.

Procedimiento de prueba completado
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Células por mL : 292:10° promedio
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|
Células por mL : 199-10° promedio | c.D Células por mL : 210-10° promedio |
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Cancelar

14. Retire el LACTOCHIP.

Cancelar

{ \ i
Cancelar




15. Para volver a la pantalla Principal, pulse .
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Cancelar

Int
roduccion de datos de nuevas muestras durante el
proceso de analisis

El software de Lactoscan SCC permite introducir datos para nuevas muestras durante el
proceso de analisis de las muestras ya introducidas en LACTOCHIP.

Para hacer esto:

1. Presioney pasara a la forma de introducir datos de las muestras.

(0/64) 0%

dos %2

0000-0001 s c|

Leche de vaca
jente
0000-0001014 -
TR A

Los datos de las muestras que se estan analizando por el momento se guardan para
facilitar el trabajo del usuario que tiene que analizar muestras del mismo tipo de
diferentes clientes o de animales iguales.

2. Introducir los datos de las nuevas muestras.
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. Prueba
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El colorgris significa que el analisis anterior no ha terminado. En este caso, espere

_ Prueba . e
——se active, o vuelva a la pantalla con el analisis

que el andlisis termine y el botén
actual.

[STNTPRIINIP NI | ACTOSCAN 4R 50pm 4x16 o ( 1

3. Presione , para volver a la pantalla con el analisis actual.

(16/64) 25%

Leche de vaca -

Cliente

00000001014

0000-0001

| he do vaca ] [
= z .oche de vaca | Leche de vaca
Cliente

0000-0001014

Células por mL :

~/, para pasar directamente a los nuevos analisis.

Al presionar \ los resultados se guardan automaticamente en la base de datos del
equipo. Ademas, el software pide que retire el LACTOCHIP de analisis anterior.

) R
Leche  Dilucién

Loche dovaca —J1 =

iente Cliente
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Cancelar




5. Retire el LACTOCHIP con las muestras del analisis anterior.

el
( m o
ntint Cancelar

d ) L
APTTAVRRAY, | Cancelar

6. Presione "« El software solicita colocar el LACTOCHIP con las
muestras y sudatos ya introducidos.
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.On Cancelar ruar | Cancelar
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8. Pulse "7 para iniciar el analisis.

El carruaje esta cargado. Ejecutando procedimiento de prueba (0/64) 0%

Muestra A B N 3 MuestraB
{on proceso) A ) (esperanco)
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Analisis referencial de las muestras

Para obtener resultados con la precision referencial en el conteo de las células somaticas,
utilizando el LACTOSCAN SCC, deben seguirse los siguientes pasos.

1. Toma de la muestra:
Las muestras deben ser tomadas segun el método recomendado para toma de muestras
en ISO 707|IDF 50.

2. Conservacion de las muestras:
Las muestras deben ser conservadas segun las recomendaciones de ISO 13366-1 | IDF
148-1:2008, pagina 4.

“7.1 Conservacion

Antes del ensayo o la conservacién, mantenga las muestras a una temperatura de 4 °C +
2 °C.

Analice las muestras hasta 6 horas después de tomadas. En caso de un mayor tiempo de
conservacion, agrega un conservante quimico como Bronopol o dicromato de potasio. La
concentracion final de Bronopol no debe ser superior a 0, 05 en 100ml. de la muestra. La
concentracion final de dicromato de potasio no debe ser superior a 0, 1g en 100ml de la
muestra. Mantenga las muestras conservadas de esta forma, a una temperatura de 4 °C
+ 2 °C por un periodo de tiempo no mayor de 6 dias.

Por principios ecoldgicos se recomienda el uso limitado de dicromato de potasio en
muestras que requieran un largo periodo de uso.

Atencion! El Bronopol es el conservante recomendado en muestras analizadas con el
LACTOSCAN SCC.

3. Procedimiento en la preparacion de las muestras recomendado por IDF
laboratorio referente:

Calentar la muestra en bafno de maria a una temperatura entre 38 y 40°C (100 — 104°F)
por un tiempo de 10 minutos. Agitar enérgicamente durante 2 minutos y después
sumergir el recipiente en bafio de maria durante otros 10 minutos. Enfriar la muestra a 20
°C.

4. Analisis:

Para realizar el analisis son necesarios los siguientes bienes de consumo: 1 x LACTOCHIP
X4, 4 x recipientes cont tinte Sofia Green y 8 x puntas de pipeta.
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. Después de preparar la muestra, tomar 100ml de la muestra y colocarla en el
recipiente. Hacer eso 4 veces en total para las cuatro camaras del chip.

. Encubar durante 5 minutos removiendo periddicamente.

. Después de la incubacion remover por Ultima vez y tomar 8ml de la muestra

terminada y colocarla en el LACTOCHIP X4 - Hacer eso 4 veces en total, cada vez
tomando prueba de nuevo recipiente

El proceso de preparacion de una sola muestra para analisis se describe en el capitulo
"Preparacion de muestra de analisis."

Atencion! Una nueva punta de pipeta debe ser usada en la preparacion de cada una de
las 4 muestras y una nueva punta debe ser usada e el pipeteado de la muestra en las
camaras A, B, Cy D.

. Enfocar a un lado durante 30 segundos antes de analisis LACTOCHIP X4 para
permitir que las células dejen de moverse dentro de las camaras.

. En régimen de Analisis presione el botdn
referente de analisis”.
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. Llenar los datos de la muestra de leche analizada.

[EUSEREREELMEERY LACTOSCAN 4R 50um 4x16 Cémara de microfluidos [WXEIE T IFLETYIT] -

Pr— P
O RED REF* mode o REF* mode -
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This mode is designed for precise This mode is designed for precise
Ja———1j measurements, minimizing the i — measurements, minimizing the
Clonto statistical error. Cliente statistical error
00000001014 3 You should put same milk in all 0000-0001014 2 You should put same milk in all
chambers. chambers.
How; yaluse atiove Note! Itis highly important before Hotes Yniuse-above Note! Itis highly important before

apply to all chambers! ly to all chambers!
PP f0. starting reference test to read the apply to al mi starting reference test to read the
instruction available by pressing the instruction available by pressing the
Info button. Info button.

-
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starting reference test to read the
instruction available by pressing the
Info button.
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Cancelar

Por favor, ponga una nueva camara de microfluidos en el carruajel El carruaje esta cargado.

SN
Cancelar Cancelar

El carruaje esta cargado. Procedimiento de prueba completado
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LACTOSCAN SCC realiza el analisis y muestra el resultado final. El resultado final es
calculado de forma automatica. El resultado final promedio se obtiene de los resultados
analizados en las camaras A, B, C, D.

5. Coeficiente de variacion (CV) %:
El coeficiente de variacion (CV) % se calcula en el régimen de referencia, siguiendo las
instrucciones del analisis de referencia. Se determina mediante el analisis de muestras de
leche referentes estandar en laboratorios certificados para analisis de leche. Para
determinar el coeficiente de variacion (CV) % de referencia solamente deben usarse
muestras de leche estandar referentes. Si se utilizan muestras de leche no estandarizadas
pueden obtenerse desviaciones en el CV %. Las muestras estandar referentes no incluyen
gran cantidad de particulas de células y no contienen hongos unicelulares. La presencia de
hongos unicelulares puede determinarse facilmente analizando el grafico de la muestra de
leche. Mas abajo encontrara ejemplos de grafico de leche normal sin hongos unicelulares
y grafico de leche con hongos unicelulares:

Leche normal Leche con hongos unicelulares

& Main Options Advanced g Principal Opciones Avanzado

Minimum cell size [um] Maximum cell size [um] Tamafio de célula min [um] Tamano de célula max [um]

8 - 20

Cells size graph Grafico del tamario de célula

Nimero de células

Number of cells

5 10

Cell size [pm] Tamano de célula [pm]

www Lactoscan.com jww Lactoscan com

6. Calculo de coeficiente de variacion (CV) %:
Para el cdlculo del coeficiente de variacién (CV) %, siguiendo el procedimiento, se debe
ensayar 10 veces una muestra de leche con una concentracidon de células somaticas igual
a 50000-200000 células/ml, ensayar 10 veces una muestra de leche con una
concentracion de células somaticas igual a 400000-600000 células/ml y ensayar 10 veces



una muestra de leche con una concentracion de células somaticas igual a 800000-
1400000 células/ml. Después de esto llevar los resultados a la tabla mostrada mas abajo.

Tablas ejemplo:

Vacia Llena

Muestra | Muestra | Muestra Muestra | Muestra | Muestra

50000- | 400000- | 800000- 50000- | 400000- | 800000-

200000 | 600000 | 1400000 200000 | 600000 | 1400000
Datos brutos cel/mL cel/mL cel/mL Datos brutos cel/mL cel/mL cel/mL

1 2 3 1 2 3

Medicion 1 Medicién 1 142,000( 571,000( 1,153,000
Medicion 2 Medicién 2 161,000f 563,000| 1,164,000
Medicién 3 Medicién 3 147,000( 548,000( 1,146,000
Medicion 4 Medicion 4 157,000( 530,000( 1,142,000
Mediciéon 5 Medicién 5 142,000 543,000( 1,146,000
Medicidon 6 Medicién 6 145,000( 584,000| 1,122,000
Medicién7 Medicién 7 151,000 558,000| 1,100,000
Medicién8 Mediciont 8 150,000 584,000( 1,154,000
Medicién9 Medicion 9 140,000 539,000( 1,120,000
Mediciéon10 Medicién 10 145,000f 570,000| 1,155,000
valor medio valor medio 148000/ 559000 1140200
desviacién estandar desviacién estandar | 6815 18708 19904
Coeficiente de Coeficiente of
variacion % variacion % 4.60 3.35 1.75

Férmulas para calcular:

Valor medio — Todas las 10 mediciones son sumadas y luego divididas en 10 (nimero de
muestras).

La desviacidon estandar en las estadisticas, tipicamente denotada por o, es una medida de
variacién o dispersion (se refiere a la extension de estiramiento o compresion de una
distribucién) entre los valores en un conjunto de datos. Cuanto menor sea la desviacién
estandar, mas cercanos estaran los puntos de datos a la media (o valor esperado), . Por
el contrario, una desviacion estandar mas alta indica un rango de valores mas amplio.

1 N
= . —T)2
’ \N—1Z(I* 28

i=1

Donde
Xi es el valor de la muestra
X es la media de la muestra

N es el tamafo de la muestra



Coeficiente de variacion: CV, % = Desviacion estandar x 100/valor medio.

La tabla anterior se puede descargar de: https://autocellcount.com/page/coefficient-of-
variation

7. Calibracion de LACTOSCAN SCC:
Para medir las muestras de leche estandar referentes de laboratorios certificados para el
analisis de leche y el calculo del Coeficiente de variacion (CV) % LACTOSCAN SCC debe
ser calibrado de la forma siguiente:

- Minimumcellsize in micrometer : 6 Un tamafo celular minimo en micrometro: 6

- Maximumcellsize in micrometer : 20 Un tamafio celular maximo en micrdmetro: 20
Menu Opciones permite al usuario crear los parametros de analisis para distintos tipos de
leche.



Guardar la foto del analisis en formato .BMP

LACTOSCAN SCC al usuario guardar la foto de un anadlisis ya terminado en el formato
.BMP. El formato .BMP es facil para un uso posterior y puede ser abierto o enviado en
cualquier programa Windows.

Para hacer eso:

1. Escoja un analisis de la base de:
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4. Escoja la carpeta en la que quiere guardar la foto, escriba al nombre de la
foto, escoja al formato .BMP del meni desplegable y pulse el boton SAVE para
guardar definitivamente la foto en formato .BMP.
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Atencion! La foto también puede ser guardada en el formato .TIFF. TIFF es un formato
de fotos no elaborado y la foto guardada puede ser elaborada en un software especial sin
que la foro inicial pierda su calidad.

Antes de guardar la foto, el usuario puede escoger el régimen de visualizacién como foto
elaborada en software, la foto con células marcadas, foto no elaborada y guardarla en
formato .BMP, asi como se ve en el software del equipo.

Ejemplos:

Foto elaborada en software  Foto con células marcadas Foto no elaborada




Configurar los parametros de analisis

El mend "Opciones" permite al usuario configurar los parametros de analisis para los

distintos tipos de leche.

1. Configurar las dimensiones minimos y maximos de las células que se van a

contar:

1.1. Elegir la muestra de leche para la cual se aplican los parametros

configurados.

Con el menu desplegable el usuario elige la muestra de leche para cambiar los parametros

predeterminados.

g Principal 1" Grafico

26.02.2018 10:49 .

j{ & Opciones |

LSCC - Lactoscan contar de células comaticas, v1

1
User options ~ Usuario

Tipo de muestra para el que debe aplicar param etr

Leche de vaca, mezclada con Sofia Green

Leche de vaca

Leche de oveja ters

Leche de cabra

Leche de vaca conservada

Leche de oveja conservada [

Leche de cabra conservada Ul

Leche de bufalo

Leche de bufalo conservada
Leche pasteurizada
*Revisar fluido™

de célula en micro me

El tamafio maximo de célula no puede superar este valor

1.2. Introduccion de los nuevos parametros.
Por debajo de la muestra de leche escogida salen los valores predeterminaods minimos y
maximos de las celulas que se van a contar. Ese diapason se puede cambiar, movimiendo

las flechas arriba oabajo, o introduciendo valores nuevos.

1.3. Configuracion de los limites para el mastitis clinica y sub-clinica
En los distintos paises los limites del mastitis clinica y sub-clinica varian en dependencia de

la raza del animal y las exigencias estatales y regionales.



Por ejemplo en Alemania se considera que los animales estan sanos, si su leche contiene
células somaticas hasta 100 000 células/ml hasta 400 000 células/ml el animal tiene
mastitis sub-cinica y mas de 400 000 células/ml mastitis clinica.

El equipo LACTOSCAN SCC nos informa sobre el estado de salud de animal, mostrando el
resultado del analisis en el color verde, naranja o rojo.

26.02.2018 10:43 4.

En el campo "Nivel de advertencia de conteo de células" (nivel de advertencia de conteo
de células), manualmente o con las flechas "arriba, abajo" se introduce el valor del limite
para el mastitis sub-clinica. La introduccién del limite para el mastitis clinica se hace
cambiando el valor en el campo "Nivel critico de conteo de células" (Nivel critico de conteo
de células) con las flechas o manualmente.

(€ (Procedimiento)]€ Optica ) Brilo )€ Enfocando )]

b aplicar parametros A

Nivel de advertencia de contar células [-10°/mL]
Muestras con mas células son de color naranja

Critical level of cells count [-10°/mL]

Probes with more cells are colored in red

1.4. Guardarlosajustes introducidos

Todos los ajustes introducidos se memorizan presionando el botén
Cuando los ajustes estan guardados el botéon cambia su color de verde a gris.

¥ Grafico XTI (T Avanzado 26.02.2018 10:49 u.




2. Calibracion de compensacion laboratorio en porciento:

Es aceptable que exista diferencia entre los resultados de analisis de la misma muestra de
leche realizada en dos laboratorios. Segin ISO 13366-1:2008 "leche - conteo de células
somaticas - Parte 1: Método Microscépico (método referente)", Anexo A analisis
compatible, Tabla A. 1 - Resultados de analisis de laboratorio interino, la desviacion entre
dos laboratorios puede ser hasta un 20%. Si LACTOSCAN SCC esta verificado utilizando
muestras referentes en un laboratorio local, la diferencia de los valores resultantes de
muestras referentes y los resultados de LACTOSCAN SCC pueden aparecer. En ese caso
puede hacerse la correccion utilizando la compensacion de laboratorio y se introduzca el
numero que muestra el porciento de correccion.

El numero de compensacion de laboratorio puede ser:

0 (cero) - significa que no se ha hecho correccion.

+N (numero positivo) - significa que se ha hecho una correccién positiva en
porciento%. El resultado final del analisis se aumenta con los porcientos dados.

—N (numero negativo) — significa que se ha hecho una correccidon negativa en
porciento%. El resultado final del analisis se descuenta con el porciento dado.

Atencion!
Para determinar la necesidad de correccion y hacer esta, hay que seguir
estrictamente las instrucciones dadas a continuacién:

- Para determinar la desviacion deben utilizarse solamente muestras de leche
referentes de IDF laboratorios acreditados.

- Utilizar al menos 3 diferentes muestras referentes con los diapasones de concentracion
de células siguientes:

1° muestra referente con un diapasén de concentracién de células:

50 000—- 200 000 cel/mL
2% muestra referente con un diapason de concentracion de células:

400 000 — 600 000 cel/mL
3™ muestra referente con un diapasén de concentracion de células:

800 000 — 1 200 000 cel/mL

- Las muestras referentes obligatoriamente deben ser contadas en el Régimen
Referente de LACTOSCAN SCC siguiendo el procedimiento de analisis referente de
muestras.

- Los resultados obtenidos de los analisis se llevan a la tabla Excel para el calculo de
compensacion de laboratorio mostrada en:
http://lactoscan.com/editor/ufo/files/Laboratory offset table.xIsx




Muestra Muestra Muestra

50000- 400000- 800000-
Datos no 200000 600000 1400000
elaborados cel/mL cel/mL cel/mL
1 2 3

Medicién 1
Medicién 2
Medicién 3
Medicién 4
Medicién 5
Medicién 6
Medicién 7
Mediciéon 8
Medicién 9
Mediciéon 10
Valor medio
Valor de la muestra
referente
Diferencia en
porcientos
Coeficiente de
desviacion

o escribirlos en la tabla mostrada:
- El valor medio de cada muestra se calcula utilizando la formula siguiente:

MV = M1+M2+M3+M4+M5+M6+M7+M8+M9+M10
10

Donde:
MV — Valor medio del resultado de las 10 mediciones a la misma muestra referente.

M1,M2,M3,M4,M5,M6,M7,M8, M9,M10 — Resultado de 10 mediciones ala misma muestra
referente.

- Los valores medios obtenidos del calculo de las 3 muestras, compararlos con los valores
de la muestra referente de la etiqueta de las muestras referentes analizadas. La diferencia
en porcientos entre el valor medio y el valor de las muestras referentes se calcula
utilizando la formula siguiente:

D1%=100*(RSV1-MV1)/ RSV1
Donde:

D1% - Diferencia en porcientos de la primera muestra referente
RSV1 — Valor en la etiqueta de la primera muestra referente
MV1 — Valor medio de la primera muestra

- La diferencia en los resultados obtenidos en las 3 muestras debe ser un valor
positivo (+) o un valor negativo (-) para las 3 diferencias. Si se obtener
diferencias positivas y negativas eso significa que hay inexactitudes en los
valores de la muestra referente de la etiqueta de muestras, resultados de



laboratorio. En ese caso no se deben hacer correcciones hasta que no se
demuestra la veracidad de las muestras de laboratorio.

- Si los resultados de las 3 muestras son solo positivos 0 solo negativos entonces debe
calcularse la desviacion en porcientos. Eso se hace usando la formula siguiente:

D% = D1%+D2%+D3%
3

Donde:

D% - Desviacion media de las 3 muestras.

D1% - Diferencia en los resultados obtenidos en la primera muestra en porcientos.
D2% - Diferencia en los resultados obtenidos en la segunda muestra en porcientos.
D3% - Diferencia en los resultados obtenidos en la tercera muestra en porcientos.

Después de calcular la desviacion media en las 3 muestras, el numero obtenido puede ser
elevado en el campo "Compensacion de laboratorio"

Ejemplo de tabla con los resultados calculados de la compensacion laboratorio:

Muestra Muestra | Muestra

50000- 400000- 800000-
Datos no 200000 600000 1400000
elaborados cel/mL cel/mL cel/mL

1 2 3

Medicién 1 142,000 571,000( 1,153,000
Medicion 2 161,000 563,000( 1,164,000
Medicién 3 147,000 548,000( 1,146,000
Medicién 4 157,000 530,000 1,142,000
Medicion 5 142,000 543,000( 1,146,000
Medicién 6 145,000 584,000f 1,122,000
Medicion 7 151,000 558,000 1,100,000
Medicién 8 150,000 584,000( 1,154,000
Medicién 9 140,000 539,000( 1,120,000
Medicién 10 145,000 570,000( 1,155,000
Valor Medio 148000 559000 1140200
Valor de muestra
referente 156000 565000 1230000
Diferencia en
porcientos 5.13 1.06 7.30
Desviacion media 4.50

Formula Excel para el calculo:

Valor medio: =AVERAGE(Medicion 1: Medicién 10)
Valor de muestra referente: se lleva el valor de la etiqueta de la muestra referente



Diferencia en porcientos: =100*( Valor de muestra referente — Valor medio) / Valor de
muestra referente

Desviacion media: =(Diferencia en porcientos de la muestra 50000-200000 cel/mL +
Diferencia en porcientos de la muestra 400000-600000 cel/mL + Diferencia en porcientos
de la muestra 800000 -1400000 cel/mL)/3

Para hacer esto:

2.1. Del menu principal ir al mend Opciones:

26.02.2018 10:43 . r ) p 26.02.2018 10:49 .

2.2. Introducir el numero de desviacion.
Atencion! Si se obtiene una desviacion de 5%, hay que introducir el numero 5. Si se
obtiene una desviacion de -5%, hay que introducir el numero -5.

26.02.2018 10:49 . v p 26.02.2018 14:26 4.

26.02.2018 14:26 . r ) 26.02.2018 10:49 4.

Para restablecer la calibracion de fabrica hay que introducir el nimero 0 en el campo con
compensacion laboratorio.



Borrar un resultado en la base de datos

El usuario puede borrar un resultado en la tabla dada en la base de datos:

1. Escoge un resultado que desea borrar y presiona el botén derecho del
raton para aparecer el boton ' '

Delete".
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La limpieza de la base de datos

El software de Lactoscan SCC permite borrar la base de datos cuando se acumula una
gran cantidad de resultados de analisis para abrir el lugar de conservar datos futuros

Para limpiar la base de datos:

1. Vaya al menu Opciones

26.02.2018 10:49 4.

User options

Tipo de musstra para el que debe aplicar parame
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4.Presione Clean Database

SCC - Lactosc

User options.

Tipo de muestra para ef que debe aplicar parimetros

2018 14:50 u.

Criticai leve of colls count [10°mL]

Atencion!

Los resultados una vez borrados no se pueden restableser!
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Imprimir los resultados de la base de datos.

El equipo Lactoscan SCC permite imprimir cada uno de los resultados desde la base de
datos.

Imprimir los resultados con la imprenta incorporada:

1. Selecciona el resultado deseado.

El usuario escoge un resultado y lo marca pulsando sobre la informacion en el
campo "Summary".

26.02.2018 14:01 4.

Principal 26.02.2018 10:43 u.
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3. No es necesario senalar el formato Lactoscan SCC, imprime los resultados
en la forma corta con la imprenta incorporada.



4. Pulse las flechas en la parte derecha de ID de los resultados si desea
cambiarlos o afadir unos nuevos.

5. Si desea imprimir los resultados para un periodo de tiempo determinado
ajuste la fecha del inicio y esa del final sobre el calendario.

6. Pulse el boton paraimprimir los resultados elegidos.

7. Para volver al menu Principal pulse el botén@.




Imprimir los resultados con una imprenta externa

1. Antes de empezar aseglrese que la imprenta externa esta instalada y
conectada correctamente.
2. Del menu desplegable escoja el nombre de la imprenta externa.

3. Escoja WIDE form (Forma ancha) para imprimir los resultados en una
tabla.

- 17.03 2016 - 0722w = o EEEOERCEET =
LR 17.03.2016 - 10722 =

4. Pulse las flechas en la parte derecha de ID de los resultados, o si desea
imprimir unos nuevos, utilice el calendario para anadirlos o cambiarlos.

5. Una vez escogidos los resultados pulse el botén , para imprimirlos

6. Para volver al menu MAIN-Principal pulse .




Guardar los resultados como archive PDF:

1. Desde el menu despegable escoge MICROSOFT PRINT TO PDF.

26.02.2018 10:43 4

2. Antes deguardar los resultados revise la orientacion de la pagina.
Si deseaguardar los resultados en WIDE form (forma ancha), la orientacion debe ser
(landscape) paisaje y el papel utilizado A4. Para revisar la orientacion pulse Document
properties.

3. Escoge WIDE form (forma ancha) para imprimir los resultados en una
tabla.




4. Anadir los resultados que desea incluir en el fichero PDF.

6. Seleccione el directorio donde desea guardar el archivo, escriba el nombre
del archivo y pulse el boton SAVE para la conservacion final de resultados como
archivo PDF.




uardar los resultados en el archivo Excel:
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4. Seleccione el directorio donde desea guardar el archivo, escriba el nombre
del archivo y pulse el boton SAVE para la conservacion final de resultados como
archivo Excel.

——
Salir




El enfoque de LACTOSCAN SCC

De cada tres meses el equipo debe enfocarse.

El enfoque se hace siguiendo los pasos:

1. Preparar muestra de leche con 300-500x10° células somaticas por mililitro.

Se puede utilizar muestra de leche del analisis anterior si tiene de 300x103
células somaticas por mililitro.
Si no dispone de muestra con esas caracteristicas debe utilizarse una muestra de la cual
se supone que las células somaticas estén entre 500x10° por mililitro. La muestra debe
prepararse para el andlisis segun las instrucciones en el articulo "Preparacion de la
muestra para analisis".

2. El enfoque de LACTOSCAN SCC
2.1.Desdela pantalla "Opciones"para pasar al pantalla ENFOQUE pulse el
boton

En C S— )Ios cuatros cuadrados se ven los ultimos enfoques

encontrados.

26.02.2018 10:49 .

2.2. Desde el menu desplegable escoge el tipo ("Type of sample”), leche de
vaca.




2.3.Escoge el tipo de la camara microfluidica, cargada con la muestra.




2.6. Pulse el botén.

Elequipo guarda la bandeja y se puede pasar al enfoque.

2.7. Pulse el boton para empezar el enfoque.




2.8.Pulse el boton ( ) para guardar los nuevos focos encontrados o

pulse el botén ( >para rechazarlos.




El trabajo en modo avanzado

1.Pulse el boton para sacar el soporte.
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4. Seleccione el sector de la camara micro-fluidica que va a observar
En el caso nuestro por ejemplo, la camara microfluidica es A, el sector es 13

26.02.2018 16:07 . ic r 26.02.2018 16:09 .

26.02.2018 16:09 .

6. Para ver el grafico 3D, pulse . El grafico 3D muestra las células

como columnas. El brillo de las células determina la altura de esas columnas.

26.02.2018 16:09 . cip: ) (- io 26.02.2018 16:14 .




7. Para ver la grafica 3D de un determinado grupo de células, mueva el
pequeiio cuadrado gris desde la esquina superior izquierda al grupo de células
que quiere observar. El mismo movimiento se puede hacer con el raton: situarlo
sobre el cuadrado gris, apretar y aguantar su boton derecho y moverlo sobre la
imagen.

26.02.2018 16:14 4. 26.02.2018 16:14 4.

8. Se puede ver el grafico 3D por todos lados, apretar con un dedo y mover:
arriba-abajo, derecho-izquierdo, hasta obtener la imagen deseada. Eso se
puede hacer también con el raton situandolo sobre el grafico 3D, apretar y
aguantar su boton derecho y moverlo.
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11. Paraguardar la imagen de un sector, pulse € =), escribe el
nombre del archivo, seleccione donde desea guardario y pulse el botdn

Save

co Opciones 26.02.2018 16:09 . (i 3 26.02.2018 16:09 .

El usuario puede escoger el formato de la foto guardada. Los posibles formatos son .TIFF
n .BMP. El formato .BMP es facil para una elaboracidon posterior y puede ser abierto con
cualquier de los programas de Windows.

"~ Save image file.

« EN b Veastmstitis » SCCImegesGraphs » Image2 v | #2 | Tepcere o image 2 0

Hoea nanka =2~ @

173KrivaKruba

Wi
Metpbm image (*.pgm)

12. Para abrir la imagen del analisis anterior, pulse abriendo el

archivo donde se guarda la imagen, CLICK y pulse

26.02.2018 16:09 u. cipal ) (¥ o ciones 26.02.2018 16:09 u.
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13. El boton — Cuando se pulsa el boton entramos

en régimen VIDEO y el equipo LACTOSCAN SCC empieza a fotografiar
continuamente. La frecuencia del cambio de las imagenes depende del tiempo
fijado para la exposicion de las mismas. Por ejemplo, si el tiempo de exposicion
es 1,945 segundos las imagenes sobre la pantalla cambiaran cada 1,945 sec. El
régimen VIDEO permite ver distintas sectores de la camara micro-fluidica. En

P
lugar de pulsar el boton después de cada sector, Lactoscan SCC
automaticamente toma foto de cada sector nuevo. Cuando esta activado el
régimen VIDEO el usuario puede elegir un sector de la camara micro-fluidica,
cambiar la intensidad de LED diodo, cambiar el tiempo para exposicion y el foco
y el aumento de la sensibilidad del sensor dptico (CCD GAIN).

26.02.2018 16:09 u. i ¥ 0 26.02.2018 16:51 u.

LACTOSCAN 4R 50um 4x16 f 3 — LACTOSCAN 4R 50pm 4x16 ]
coites T " IS = i R e L

14. Pulsando los botones' se pueden elegir los

distintos sectores de la camara micro-fluidica. Cada sector se puede elegir
también aprestando su nimero correspondiente. Para fotografiar y ver la

]
imagen del nuevo sector, apriete el botén

En nuestro ejemplo el sector es 10, la cdmara micro-fluidica es A.

wPrincipal (¥ Grafico [ 3 Avanzado | 26.02.2018 16:09 . wPrincipal | 7 Grafico 3 Avanzado | 26.02.2018 16:09 .




15. Para ajustar la intensidad del LED diodo 1 odiodo 2 (si esta disponible en

el equipo) y el tiempo para exposicion, pulse el boton &l

Tiempa de exposician 0.234 seguntos

Con la ayuda de las teclas de desplazamiento, se |- —— - pueden fijar
los valores deseados. -

T
1ray 2da potencia de la luz 50.0%
1

26.02.2018 16:09 u. 27.02.2018 09:31 u.
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17. Para ver los botones que permiten el ajuste del foco del microscopio

pulse el boton .

Opciones 26.02.2018 16:09 . L e T ) & Avanzado ) 27.02.2018 09:12 4
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18. Para auto-enfocar pulse el boton

ico Opciones 26.02.2018 16:09 4 wPrincipal | * Grafico  ~ Opeiones | ‘Avanzado 27.02.2018 09:14 %
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19. Apretando los botones Q y ;'-'ajusta manualmente la

posicion del foco.

Atencion!
AN

El campo “Step” sefiala el paso del cambio de la posicion del foco. Se
puede cambia el valor del paso si en el campo se escribe el numero
correspondiente.

R LB & Avanzado ) 26.02.2018 16:09 ¥ Grifico 27.02.2018 09:42 %




20. Si desea analizar el grafico de los resultados recibidos de la imagen antes
de pasar al meni Graph es obligatorio completar dilucion y el tipo de la
probeta. Después de completar de "Dilution"y "Probetype" pulse

26.02.2018 16:09 4.
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Renovacion de la informacion para los tipos de
LACTOCHIP, disponibles en software.

La renovacion de los tipos de Lactochip, disponibles en software se realiza con un archivo
de ayuda. Si es necesario renovar la informacion se pueden comunicar con nuestro taller.



Salir del programa y desconectar LACTOSCAN SCC

1. Para pasar al pantalla Desconexion pulse el boton

26.02.2018 14:01 4.

U

a

®
a

2. Para salir solamente del programa del equipo y pasar al sistema operativo

Windows pulse

3. Para apagar el programa y el sistema operativo pulse el boton
APAGAR

Atencion!
A Siempre desconecte el equipo en fin de la jornada laboral o cuando se terminan
los ensayos para este dia.

4. Para volver al programa pulse el botén



El cambio de los filtros de LACTOSCAN SCC

Los filtros situados en el panel trasero del equipo LACTOSCAN SCC deben cambiarse cada
mes 0 siempre que se vean Sucios.

El cambio del filtro en el panel trasero:

1. Destornilla los tornillos de la reja

2. Baje la reja

3.Baje los filtros




4. Coloque unos filtros nuevos

5. Coloque de nuevo la reja

6. Ponga los tornillos




Limpieza y mantenimiento.
El equipo LACTOSCAN SCC necesita ajustar su autofoco periddicamente.

Cambiar los filtros cada mes.

Limpiar la caja de LACTOSCAN SCC con un pafio suave, mojado con agua destilada o
alcohol, cuidando la entrada de alimentacion eléctrica, USB entradas y la entrada de
ScrolIBAR. No pulverizar liquidos sobre el equipo cuando esta conectado para prevenir un
choque eléctrico. Resecar después de la limpieza

La pantalla de LACTOSCAN SCC se limpia con un pano suave sin fibras, mojado con el
producto de limpieza LCD, sin utilizar fuerza, cuidar los botones laterales de la pantalla y
se debe seca después de la limpieza. No deben utilizarse productos abrasivos para no
danar la pantalla.

Para evitar la contaminacién el equipo se limpia con un pafio mojado con alcohol 70%
cuidando las entradas de alimentacion eléctrica y USB entrada y de ScrollBar. No se puede
utiliza lejia para no manchar el equipo.

Cuidado!

Se botan los pafios de limpieza en un contenedor apropiado.




LACTOSCAN SCC método para determinacion de la
cantidad de células somaticas en la leche cruda con

LACTOSCAN SCC

Segun las normas internacionales unos de los indicadores para la calidad de la leche
es la cantidad de las células somaticas que sefala presencia de mastitis.

Hasta ese momento existen diferentes métodos para determinacion de las células
somaticas en la leche. Los distintos métodos se basan en las distintas propiedades y
caracteristicas pero con el ninguno se puede determinar la cantidad real de las células
somaticas en las muestras. En condiciones ideales eso se pudiera hacer, pero existen
muchos problemas tedricos y practicos que lo imposibilitan y especialmente en caso de un
analisis rapido y automatico. Por motivo que en la muestra las posiciones de las células
somaticas son casuales, si no se analiza la prueba completa cada resultado es relativo.

La cantidad total de las células somaticas se determina de acuerdo de la norma ISO
13366-1:2008"Leche - El conteo de células somaticas - parte 1: Método microscopico
(método comparativo)". En la leche las células se distribuyen de acuerdo con la ley de
POISSON. Para llegar a un nivel de exactitud (pagina 6 de la norma) en determinacion de
la cantidad total de las células somaticas es necesario contar una cantidad minima, dada
en la tabla.

Concentl"acmn de . Cantidad minima
las células Coeficiente de del sul
somaticas variacion, CV% € fas celulas

. ! contadas
miles/ml
< 150 10 100
150-250 7 200
250-400 300
> 400 5 400

La distribucién de Poisson es por la formula M =V = s?,

Donde:

M — valorpromedio — (cantidad de las células contadas)




V - la despercion
s — desviacion estandarte

Coeficiente de variacion (CV) se calcula por la formula cV = % * 100%

En los distintos métodos de conteo para llegar a la exactitud deseada, se presentan
limitaciones practicas con el volumen de la leche ensayada efectivamente. Por ejemplo si
la muestra contiene 100 000 células somaticas en 1ml para llegar a un CV<10% deben
contarse min 100 células en no menos de 1 pL leche diluida. para tener una exactitud
mayor un CV<5% es necesaria mayor cantidad de leche (4uL) donde se pueden contar
como min 400 células.

Un momento importante es identificar bien las células somaticas y eliminar cada
particula que tiene parecido con ellas y influye sobre la determinacion de la cantidad total
de las células somaticas. Un factor clave de cada método de conteo es determinar también
las dimensiones de esas particulas, lo que se complica mas por motivo que los analisis se
hacen a menudo lejos del lugar de ordefio y un tiempo después. La leche es un medio
biolégico con enzimas y microorganismos activos que pueden cambiar la morfologia y la
cantidad de las células somaticas aun que estan conservados.

De acuerdo con lo mencionado como método de referencia para determinacion real
de las células somaticas se aceptd el método directo del analisis microscdpico (DMA) con
el uso de azul-metileno i tintes fluorescentes, segin la norma IDF-ISO148. Existen
aspectos que limitan su aplicacion practica como el proceso largo del ensayo y preparacion
intensiva del operador.

Otros aspectos negativos del método directo de andlisis es colorear los artefactos,
limitar el volumen de la muestra, llevar a un estado agregado de las células y permitir una
inexactitud de su cantidad. Ese problema estd expresado mas en las muestras de leche
con células somaticas hasta 300 000/ml. Con el método directo de analisis la repeticion
de los resultados y la exactitud, depende mas de la habilidad y la preparacién del
operador que de equipo utilizado.

Para determinacién de la cantidad total de las células somaticas (CTCS) se pueden
usar y otros métodos. Un método tipico y estandar es contar las imagenes fluorescentes
con un microscopio de poco aumento (LACTOSCAN SCC de Milkotronic Ltd., C-Reader
"ADAM" de DigitalBio Technology; NucleoCounter SCC 100 de Chemometec; DCC de
Delaval)

Citometria fluorescente ISO 13366-2:2006 (IDF 148-2: 2006). Leche: conteo de las
células somaticas - PARTE 2: Manual para explotacion de los contadores electronicos,
fluoro-épticos (Somacount 150 de Bentley Instruments; Somascope TM de Delta
Instruments) basa dos en la citometria-disco, un contador fluoro-éptico con un disco
giratorio (FossoMatic 4000TM de Foss Electric). En los laboratorios de ensayos de leche
la cantidad de células somaticas se determina con unos equipos automaticos que son
exactos y confiables.



Existen unos métodos relativos donde la cantidad total de las células somaticas se
determina después de la interaccion de la leche con unos reactivos - por ejemplo TEST de
mastitis de California, pero su exactitud y repeticion son menores.

Milkotronic Ltd. cre6 LACTOSCAN SCC portatil, basado en la técnica microscdpica
fluorescente con un bajo aumento. LACTOSCAN SCC utiliza un colorante fluorescente
sensible Sofia Green, LED dptica y SSD tecnologias de la filmacién y eso hace el analisis
exacto, confiable y rapido. La seleccién objetiva de LACTOSCAN SCC esta combinada con
la estabilidad de los componentes electrdnicos, dpticos, mecanicos y quimicos del sistema,
lo que es garantia de unos indices idénticos en todo el tiempo de explotacidon del equipo.
La produccion de los equipos garantiza alto grado de identidad de los mismos. Esa
caracteristica de LACTOSCAN SCC ofrece también resultados idénticos de los analisis de la
misma muestra, independiente del equipo utilizado del operador, del momento y del lugar
se hacen los ensayos (La Unica condicibn es que la muestra ha guardado sus
caracteristicas).

Para contar las células somaticas la muestra de leche se mescla con un agente-
colorante-fluorescente SOFIA GREEN. Solamente 12 pL de la muestra mesclada con el
colorante se colocan con la pipeta en la camara de medicion LACTOCHIP. (de una sola
vez). El chip se introduce en el equipo para un tiempo de unos segundos hasta 2 minutos
en dependencia del régimen del ensayo. El sistema del LACTOSCAN SCC automaticamente
se fija sobre el chip y las células tefiidas se graban por la camara sensible CMOS. El
algoritmo para el analisis de los imagenes digitales determina la cantidad y la dimensién
de las células fluorescentes y calcula su concentracién. Los resultados salen
automaticamente en la pantalla del equipo o por la impresora. Hay posibilidad de guardar
los resultados para su utilizacion futura.

Tinta liofilizada
La muestra de

leche




‘ ’ La imagen tactile CCD
E:> <1151 Lentes

g:___Q El filtro 515 nm E:’>

LED 475 nm

Filter 475/20 nm Imagen microscopico-fluorescente

LACTOCHIP

Célula somatica

Comparacion entre el analisis MDA y el analisis realizado con LACTOSCAN SCC

En el laboratorio de Bulurites de sector "Investigacion cientifica de la Universidad de
Prof. Dr. Asen Zlatarov, ciudad Burgas, se hizo un analisis comparativo con 14 muestras
patron de leche cruda, tratadas con glicerina, "timerozola y dimethyl sulphoxide". La
cantidad total de las células somaticas en cada muestra de leche- patrdn, se analizd con el
método MDA y con eso del equipo de LACOTSCAN SCC.

El método directo de analisis, como método de control se hizo segun la norma
ISO 13366-1:2008 «Leche — Conteo de células somaticas - Parte 1: Método microscopico
(Método comparativo)»

10 pL de las muestras analizadas se colocaban sobre 1 cm? de la superficie
marcada del cristal y el frotis obtenido se secaba. Después de secarse los frotises se
coloreaban con azul-metilico u con colorante fluorescentes y las células tefidas se
contaban con el microscopio. La cantidad de las células contadas sobre la superficie
exacta de 1 cm? se multiplicaba con el coeficiente de trabajo para determinar las células
somaticas en 1ml.

Encada frotis se contaron 50 campos con el movimiento el microscopio vertical y a
la derecha. Para concluir: de cada muestra de leche se analizaron 10 frotises y en cada
frotis se contaron 50 campos con el movimiento consecutivo: vertical y a la derecha.

LACTOSCAN SCC con el método microscopico-fluorescente con el contador
LACTOSCAN SCC se hizo segun el protocolo de la empresa.

La esencia del método utilizado basa en lo siguiente:



La membrada citoplasmatica de las células somaticas se rompe por el reactivo tope
resecado y el colorante fluorescente SOFIA GREEN accede a los nucleos de las células y su
ADN se colorea. Los senales luminosas de las células tefidas se localizan por el detector
de la cdmara CMOS y se forman imagenes como unos puntos luminosos correspondientes
a la energia irradiada por cada célula. Con el movimiento automatico por ejes X y Y el
equipo puede filmar mas de 70 imagenes. Los imagenes se analizan por el software y se
determina la cantidad de las células somaticas. Después de la colocacion del LACTOCHIP
con la muestra, el proceso es automatico-

Efectuarel analisis.

Se toma una muestra con una temperatura entre 10 y 40 °C, se remueve con
cuidado, evitando hacer espuma. Con una pipeta automatica se colocan 100 uL de la leche
en un "eppendorf" con un reactivo tope. Por unos segundos se mezcla cuidadosamente
con la mescladora Vortex o con la micro-pipeta automatica repitiendo el proceso de
colocacion. Después de 1 minuto el contenido de "eppendorf" se remueve de nuevo y se
toman 12pL de la leche tefiida y con la pipeta se ponen en la camara micro-fluidicade
LACTOCHIP x2.

Imagen ultima

O D [ ) - —

Imagen primera D |>
< D [} |l q

Se espera unos 20 segundos para parar el movimiento de la leche tefiida en la
camara micro-fluidicay el LACTOCHIP se coloca en el soporte de LACTOSCAN SCC. La
muestra se analiza automaticamente y los resultados se visualizan en la pantalla del
equipo. Esos resultados automaticamente se guardan en la base de datos.

Analisis de los resultados:

La cantidad de las células somaticas en la muestra de leche analizada se
manifestaron como miles células por ml sobre una pantalla del equipo. Ya sabemos que
para contar las células somaticas se utilizaron los dos métodos: MDA y el método de
LACTOSCAN SCC. Se calcula el coeficiente de variacion de los resultados obtenidos por los
dos métodos. Su valor demuestra la repeticién y confiabilidad de eses resultados.

Resultados.

La precision del equipo del Lactoscan SCC
La precision del método para determinar la cantidad total de las células somaticas
con el equipo del LACTOSCAN SCC esta basada en posibilidades técnicas de los dos
variantes de 4 L y de 9 pL:



Exigencia
Cantidad| Lactoscan SCC Lactoscan SCC minima de la
de modo 4 L modo 9 L norma
células 1SO13366-1
1ml Células V% Células V% Células V%
contadas contadas contadas
100000 400 5,0 900 3,3 100| 10,0
500000 2000 2,2 4500 1,5 400| 5,0
1000000 4000 1,6 9000 1,1 400| 5,0
1500000 6000 1,3 13500 0,9 400| 5,0

Comparacion de los imagenes de las células contadas hechos con el método
directo microscopio u con el equipo de LACTOSCAN SCC

B) Imagen de células somaticas tenidas
con azul-metilico (MDA)

A) Imagen de células somaticas tenidas
con bromodes oxiuridina (MDA)

_ . .
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Concentracion de las células somaticas:

.z | 1ul - :
Concentracion de las células somaticas 1200x103/mIAument0: 1:1000

700x10°/ml Aumento: 1:1000
C) Células somaticas tefidas con Sofia Green—-imagen de LACTOSCAN SCC.

Aumento numérico:
1:20

3D imagenes

Concentracion de las células soméaticas: 1200x10°/ml  Aumento: 1:4



Analizando el chip (variante 1) de 4 L la exactitud estd mayor que las exigencias
minimas de la norma. El chip con 9 pL (variante 2) el resultado tiene una exactitud
maxima posible para los aparatos electrénicos.

Los resultados de los ensayos de 14 muestras de leche estan dados en la tabla
siguiente:

LactoscanSCC CTCS
Cantidad Cantidad
Muestras Valor Do Coeficiente | de células Valor Do Coeficiente | de células | Campos
de leche promedio de variacion | contadas promedio de variacion | contadas | visuales
ensayadas cell/ml estandarte % en 50 cell/ml estandarte % en 50 necesarios
campos campos
1 48 200 2974 6.17 190 50 315 5701 11.33 7.5 667
2 105 400 5015 4.76 411 108 009 10701 9.91 16.1 311
3 148 000 6815 4.60 569 165 033 12329 7.47 24.6 407
4 244 500 9180 3.75 952 258 954 12728 4.92 38.6 389
5 338 300 12472 3.69 1320 348 178 20846 5.99 51.9 289
6 453 400 15254 3.36 1768 461 554 30135 6.53 68.8 291
7 559 000 18708 3.35 2189 554 805 28646 5.16 82.7 242
8 677 100 20469 3.02 2604 621 891 24301 3.91 92.7 216
9 776 070 22944 2.96 3019 777 531 37612 4.84 115.9 173
10 978 900 26917 2.75 3871 989 524 47568 4.81 147.5 136
11 1 091 000 26541 2.43 4275 1104 242 43037 3.90 164.6 122
12 1140 200 19904 1.75 4502 1179 379 40102 3.40 175.8 114
13 1 485 000 24855 1.67 5844 1463 154 61846 4.23 218.1 92
14 1 668 900 30700 1.84 6598 1661 730 53859 3.24 247.7 81

Los ensayos ce realizaron por los dos métodos: con el LACTOSCAN SCC y el MDA. En la
figura 2 esta dada la correlacion lineal entre los valores recibidos de 14 muestras donde la
cantidad total de las células somaticas crecen de 50 000/ml hasta 1 650 000/ml R 2,
0,995; 95% (I, 0,990 ~ 0,999; p <0.01)

La comparacion de los resultados muestra que el equipo LACTOSCAN SCC demuestra
una exactitud y repeticién aceptables CTCS por el andlisis de correlacion de Pirson.

Cuando la cantidad total de las células somaticas (CTCS) es baja, el uso del MDA obliga
analizar mas de 50 campos visuales microscopios para cumplir con la norma. Por ejemplo
para la leche con CTCS: 50 000/ml por el método DMSCC se contaron de 6 - 9 células en
los 50 campos y con el equipo LACTOSCAN SCC de 171- 212 células durante un solo
conteo.

Las graficas siguientes representan la comparacion de los resultados:



Correlacion entre 14 muestraas de leche con células
somaticas utilizando LACTOSCAN SCCy MDA
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Esta visto que los intervalos estan dentro de los limites recomendados por la
Asociacion lactea internacionalparacontadoressomaticos (hasta150 000 CV%< 10: de
150 000 hasta 250000 CV%<7:de 250000 hasta 400000 CV%<6
ymayorde400 000 CV%<5). Con el uso del equipo de LACTOSCAN SCC con un chip
plastico para analisis de leche, los valores de CTCS varian menos que utilizando el
método MDA. Esa relacion entre los resultados de la cantidad somaticas CTCS
utilizando los dos métodos varia entre 0,897 ~ 1,089. Por eso se puede aceptar la
repeticidon de los valores de CTCS determinados con el equipo de LACTOSCAN SCC.

En la grafica estd dada la relacion entre los coeficientes de variacion (CV%) de
los resultados obtenidos con LACTOSCAN SCC y el método directo de analisis (DMA)

Comparacion entre CV de LACTOSCAN SCCy de DMSCC

12.0

10.0

M Lactoscan SCC m DMSCC

8.0

6.0

CV %

4.0

2.0

0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Muestras de leche estandartes con células somaticas

Fig.3



Comparacion de la precision potencial de los equipos basada sobre la

identificacion de los imagenes con el microscopio de bajo aumento. Los datos estan
dados por los productores y corresponden al volumen efectivo de la leche ensayada
y los resultados de distribucion normal de Poisson.

NucleoCounter SCC

Lactoscan SCC modo | Lactoscan SCC modo C-Reader "ADAM" 100 DELAVAL DCC
4 L 9 pL max 9 pL 1pL 0.1 pL
cantidad
1ml
e
Células total | CV% | Células total | CV% | Células total | CV% | Células total | CV% | Células total | CV%
50 000 200 7,07 450 4,71 450 4,71 50 14,14 5 44,72
100 000 400 5,00 900 3,33 900 3,33 100 10,00 10 31,62
300 000 1200 2,89 2700 1,92 2700 1,92 300 5,77 30 18,26
600 000 2400 2,04 5400 1,36 5400 1,36 600 4,08 60 12,91
1 000 000 4000 1,58 9000 1,05 9000 1,05 1000 3,16 100 10,00
1 500 000 6000 1,29 13500 0,86 13500 0,86 1500 2,58 150 8,16
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Queremos sefalar que Lactoscan SCC aumenta los imagenes 4 veces y eso da
posibilidad de diferenciar mejor y determinar las dimensiones de las particulas, lo
que influye considerablemente sobre la exactitud de los ensayos. Como comparacion
NucleoCounter SCC 100 tiene 0.7 aumento de microscopio y no permite diferenciar
visualmente las células.

Es necesario anadir también y su gran volumen de medicién- hasta 9mcl lo
que permite mejores coeficientes de variacién, comparados con la norma. La alta
exactitud de medicidn de Lactoscan SCC junto con su precio bajo muy competitivo y
el precio bajo de los consumibles (hasta hoy limitaba el uso de esos tipos de
aparatos por el precio de los consumibles) lo hace muy atractivo por el momento.

En la tabla siguiente seglin los datos dados por los productores se pueden
comparar las caracteristicas basicas de Lactoscan SCC y los otros aparatos de
citometria fluorescente.

Lactoscan SCC

Somacount 150

SomascopeTM

| m |il_uu,u‘

gl

Caracteristica

Milkotronic

BentleyInstruments

Deltalnstruments

Método de coloracion

Colorante fluorescente

Colorante fluorescente

Colorante fluorescente

Re-agente Sofia Green EtBr/0,083 mg DAPI

Microscopio Fluorescente (4 x )

\r;cLI:z:fan necesario de la 100uL 3,5 ml 2 ml
no 1:2

Volumen medido Max9 uL max10 max10

Fotos tomados max 70 -

Tiempo del analisis

max 120 muestras/hora

max 150 muestras/hora

Max400 muestras/hora

Diapason de densidad

1 x 10E4 ~ 20 x 10E6

0 ~ 10x10E6

celular 0 ~ 10x10E6
Procesar el imagen Reconocer las imagenes fluorescente Citometria fluorescente Citometria fluorescente
Calibracién No Si Si
Aplicacion recuento, dimension de la célula Recuento recuento
Tiempo de procesar rapido rapido Répido

Error humano No no

Método Parecido con el Método Estandarte -
100.000 cellfm gVIE!’/ 5% gVIE!’/ 3% 100 000 cell/ml CV(%) - 5% | 100 000 cell/ml CV(%) - 6%
Repeticion o) 7o 0)"3 7o 300 000 cell/ml CV(%) - 3% | 300 000 cell/ml CV(%) -4%

400 000 cell/ml
1 000 000cell/ml

CV(%)-3%
CV(%)-2%

CV(%)-2%
CV(%)-1%

500 000 cell/ml CV(%) - 2%

400 000-1 000 000cell/ml CV(%) - 3%

Preparacion de la muestra

simple

Tipos de células

Células Somaticas

Células Somaticas

Células Somaticas

Capacidad de filtrar Alta Alta Alta
Periferia Chip, colorante, seco agente

Dimensiones pequefio

Peso 5 kg 33 kg 10 kg




Correlacion entre LACTOSCAN SCC y Somascope
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Fig.4

Comparacion entre LACTOSCAN SCC y el aparato de FOSS, basado en
citometria- disco:el contador tiene disco giratorio fluoro-dptico. Los datos estan
suministradas por el productor.

Lactoscan SCC Fossomatic 5000TM

caracteristica
Milkotronic
4l 9 ul
100 000 cell/ml CV(%)-5% CV(%)-3% 100 000 cell/ml CV(%) - 7%
Repeticion 400 000 cell/ml CV(%)-3% CV(%)-2% 300 000 cell/ml CV(%) - 5%
1 000 000cell/ml CV(%)-2% CV(%)-1% 500 000 cell/ml CV(%) - 4%




Correlacion entre LACTOSCAN SCC y Fossomatic
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Conlusion

Con elequipo LACTOSCAN SCC se creyo un método para determinacion de las
células somaticas en la leche de vaca.

La determinacion de la cantidad total de las células somaticas es muy
confiable y se puede hacer con lechecruda o leche conservada con componente
organico INN, acidobdrico, test NaN3 o test K2CrO7

El equipo LACTOSCAN SCC se puede utilizar en los laboratorios de
investigacion de leche, en las granjas de produccidon y en las empresas donde se
procesa la leche muy reproductivamente.

Con el equipo LACTOSCAN SCC las muestras son muy representativas con
cada ensayo se determina la cantidad total de las células somaticas (CTCS) en 4L y
9 WL de leche (con el método DMA esa cantidad es 0,149 pL)

Los indices de repeticion no retroceden a los otros equipos con la
microscopia-fluorescente (Foss Electric, Bentley Instruments, Delta Instruments y
otros.)

Con el equipo LACTOSCAN SCC se trabaja facil, simplemente, rapido, exacto y
confiable. Es un equipo portatil y muy comodo para los laboratorios y en las granjas
con el objetivo de mejorar la calidad de las leches crudos.



Descubrimiento de la mastitis por los hongos
unicelulares en muestras de la leche con
LACTOSCAN SCC

La llamada mastitis por los hongos unicelulares y en general la presencia de los
hongos unicelulares en la leche es un asunto importante para los todos que trabajan
en la esfera de las producciones lacteas: granjeros, médicos veterinarios,
laboratorios de analisis, cooperantes cientificos, productores de equipamiento para el
conteo de células somaticas y otros.

La importancia se determina por algunos motivos fundamentales:

El aumento incontrolado en el uso de antibiéticos que estimulan el
desarrollo de los hongos unicelulares en la ubre;

Presencia de la mastitis de los hongos unicelulares ha aumentado en la
ultima década;

En algunos paises ser hasta mas del 10% de animales padecen de esta
mastitis.
Las causas fundamentales de la mastitis por los hongos unicelulares son: Candida

albicas, Candidacatenulata, Candidaglabrata. Normalmente estos hongos unicelulares
se encuentran en la leche de animales, los cuales no han desarrollado aun los
sintomas de la mastitis de los hongos unicelulares y seria necesario que al menos en
el estandar del conteo microscdpico ISO 13366-1 IDF 148-1 - El conteo de células
somaticas - Parte 1: El método microscdpico (Método de referencia) que se sefale
que hacer si estas células entran en el campo visual del microscopio, porque estas
miden 5-6 mkm y deben contarle segin su dimensién porque todos los leucocitos,
células epitelial y fragmentos de células que miden de 4mkm se cuentan.

,Estandar Internacional ISO 13366-1 IDF 148-1

Leche — Conteo de células somaticas — Parte 1: Método Microscopico (Método
referente)

8.2 Determinar
8.2.1 Optimizar el conteo

Con la ayuda del microscopio (5.3), se cuentan los nucleos de células obtenidas en el
campo de frotis (8.1.1 o 8.1.2) llenada totalmente con frotis de leche. Escoja el
mejor aumento (de 500x hasta 1 000x), para tener un numero medio como maximo
de 20 células en cada campo.

Las células poseen nucleos de color. Normalmente las células son de 8 pm o
mayores. No cuenten las células con menor de 4 micrones (ver fig. 1). Contar los
fragmentos solamente si mas del 50 % de los nucleos se pueden ver. Contar las



particulas de células como una pero en las que el nicleo esta claramente partido no
se cuentan.

Ver asimismo las figuras 2y 3

Fig 1 — Ejemplos de células

24

e

B
Macrdéfagas Leucocitos Linfocitos Células epitelial
polimorfonucleares
8-30 pm 5-10 pm 10-14 pm
10-14 pm
., 90% mastitis ., i
La unidn entre el aguda La union entre el Nucleos
citoplasma/ nucleo 60% crénica. La citoplasma/ nicleo  redondeados.
es grande. unién entre el es pequena. Citoplasma tenido
Fagocitosis, citoplasma/ nicleo Nucleos tefiidos leve.
antigeno mostrado, g pequefia. fuerte T asistente
secrecién con Fagocitosis. T supresor B
atrayente quimico .  primera linea de nuclear.
decencia en la
mastitis.

Figura 2 - Ejemplos de células de leche de vaca comin (1 000 x aumento)

Longitud de la célula:L1=9,79umu L2 = 2,77um



Figura 3 - Ejemplos de células de leche de vaca comiin

(500x aumento) (1 000x aumento)

Longitud de la
célula:L22=9,08um;L23=8,27um;L24=4,95um;L25=7,39um;L26=6,37umyL27=3,58
Mm.

En el ejemplo de la figura 3 deben contarse 5 células. L27 se ha saltado porque su
diametro es menos de 4 pm.

En ninguin lugar se ha sefialado que la leche puede contener hongos unicelulares que
tienen apariencia de leucocitos y hay que tener cuidado de no se sumen al total de
células somaticas. Existe la posibilidad que un auxiliar de laboratorio referente que
no ha sido extrafiado en diferenciar los hongos unicelulares de los leucocitos, las
pueda sumar al total en los muestras referentes y usarlas en la calibracion del
contador electronico.

En las fotos de abajo se muestra como se ver los hongos unicelulares tefiidos con los
mismos reactivos usados en ISO 13366-1 IDF 148-1:

Hongos unicelulares tefiidos de azul de metileno en una muestra de leche.



Hongos unicelulares tenidos con propidio de yodo en una muestra de leche.

Estos se pueden contar como células somaticas e influir en la correcta determinacion
en el numero de células somaticas en la leche y en la determinaciéon del tipo de
mastitis: animal sano, mastitis bacteriana sub-clinica, y mastitis bacteriana clinica, de
aqui la forma y el tipo de curacién (curar con antibioticos ayuda a la reproduccion de
hongos unicelulares), al costo de la leche y otros.

Hasta ahora nadie ha indicado la cantidad de hongos unicelulares en la leche, la cual
no conduce a la mastitis por hongos unicelulares ni el numero de estos o el tipo,
porque hasta ahora en IDF no se recomiendan métodos referentes y equipos para
identificacion y conteo de células en la leche, mediante lo cual se puede determinar
que células son de origen de los leucocitos, cuales son epitelial y cuales son de
hongos unicelulares, y la diferenciacién en el conteo de leucocitos (determinacion
separado de neutrofilos y macréfagos como criterio en el desarrollo de mastitis).

Apenas durante 2016 se comenz0 a hablar de estar exigencias al método referente y
nuevos métodos referentes que tienen estas posibilidades.

En los documentos de IDF:

1. SCSA S15 Mejorar el método referente para el conteo de células
somaticas:

Opiniones del método nuevo
Caracteristicas

« Identificacion clara de células.

 Medicion de las mismas células como el método referente actual (sin cambios en la
determinacion o nivel de la medicion).

* Buena repeticion

e Efectividad mejorada.

e Faciles en el uso para caracterizar los materiales referentes.

e Aplicacion ideal para el conteo diferencial de las células somaticas.



Por otra parte los métodos electronicos estan monopolizados por 2-3 companias que
usan la citometria protdnica en su variante mas antiguo en comparacion con la
electrénica protdnica médica, sin determinar el tamafio de las células y su
diferenciacién, con es en los citrometros fluorescentes proténicos aplicados a la
medicina. En la practica estos pueden medir los hongos unicelulares pero los
productores no resuelven ese problema. Ellos calibran los equipos para que no
"vean" la mayor parte de los hongos unicelulares calibrado el Threshold (Umbral)/ De
manera que el nivel de emision de las sefiales de las células fluorescentes sea mas
alto que el nivel de emision de las sefales de las hongos unicelulares./, ya que estos
son menores 4-6 pm y tienen menor ADN. Debido a que estos equipos son algo asi
como grandes cajas negras los operadores no tienen control visual, en la observacion
con el microscopio estos hongos unicelulares quedan invisibles.

Con Lactoscan SCC por primera vez existe la posibilidad que de forma operativa
contar los hongos unicelulares en muestra de leche y determinar el nimero del
células somaticas con exactitud referente.

Se han mostrado fotos bajadas por Lactoscan SCC que se encuentran en diferente
partes del mundo. En leche de animales cuando hay solo leucocitos provocados por
mastitis bacterial o solo un nivel normal de leucocitos (macréfagas, neutrofilios y
linfocito) para un animal la medida media de las células esta en el diapasén 9-14 pum.

Imagen 1. Muestra de leche de animales sanos

células
somaticas




Grafico de la Imagen 1. La medida minima de las células es de 3 pym
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Cuando el diapasdn de la medida de las células es de 3 hasta 20 pm, las células
contadas son 4, equivalente a 41x10° cel/mL. La medida de las células esta entre 13
y 14 uym. La medida media de las células es 13.75 pm y no hay células pequenas por
debajo de 9 um. El pico de la medida de la célula se alcanza en 14 um.



Grafico de la Imagen 1. La medida minima de la célula se da en 8 pm
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 8 a 20 ym, células contadas
son 4, equivalente a 41x10%cell/mL. La medida de las células esta entre 13 y 14 pm.
La medida media de la célula es 13.75 pm y no hay células pequefas por debajo de
9 um. El pico de la medida de la célula al alcanza en 14 pm.

Segun los graficos se puede sacar la conclusion que hay solo células somaticas en la
leche. No hay cambios en el resultado final cuando el diapasén de medidas de las
células contadas esta dado de 3 a 20 pm y cuando esta dado de 8 a 20 pm.



Imagen 2. Muestra de leche de animal con mastitis por hongos
unicelulares.

hongos
unicelulares

Células
somaticas

Grafico de la Imagen2. La medida minima de la célula se da en 3 pm
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 3 a 20 pm, células contadas
son 497, equivalente a5021x10%cel/mL. La medida de las células estd entre4 y 15
Mm. La medida media de la célula es 7.48 pm .La mayoria de la células tienen una
medida a 9 um. La medida de la célula al alcanza el maximo en 7 um.



Grafico de la Imagen 2. La medida minima de la célula esta dada en 8 pm
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Cuando el diapason de la medida de las células es de8 a 20 ym, células contadas son
186, equivalente a1879x10°cel/mL. La medida de las células incluidas en el resultado
final esta entre 8 y 15 ym. La medida media de la célula es 9.40um. La medida de la
célula al alcanza un maximo en8 pm.

Si comparamos los resultados de los graficos podemos sacar la conclusién que en la
foto hay 67% de hongos unicelulares con una medida entre 4 — 8 ym y 37% células
somaticas.

El gran nimero de hongos unicelulares, 311 células contadas= 3142 x103cel/mL, es
confirmacion de la presencia de mastitis clinica.

Numero de células somdticas, 186 células contadas = 1879x10°cel/mL, es
confirmacion de la presencia de mastitis clinica.

Segun los resultados podemos sacar la conclusién que la leche analizada es de un
animal con mastitis clinica y mastitis por hongos unicelulares.



Imagen 3. Muestra de animal con mastitis por hongos unicelulares.
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 3 a 20 um, células contadas
son 238, equivalente a 2074x10° cel/mL. La medida de las células estad entre 5 y 13
um. La medida media de la célula es 6.88um. a mayoria de la células tienen una
medida inferior a 9 um. La medida de la célula al alcanza un maximo en 7 pm.



Grafico de la imagen 3. La medida minima de la célula esta dada en 8 pm
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 8 a 20 ym, células contadas
son 43, equivalente a 375x10° cel/mL. La medida de las células incluidas en el
resultado final esta entre 8 y 15 ym. La medida media de la célula es e 8.56 pm. La
mayoria de la células tienen una medida a 8-9 um. La medida de la célula al alcanza
un maximo en 8 pym.

Si comparamos los resultados de los graficos podemos sacar la conclusion que en la
foto hay82% de hongos unicelulares con una medida entre 5 — 8 um y 18% células
somaticas. El gran nimero de hongos unicelulares,195células contadas= 1699x103
cel/mL, s confirmacion de la presencia de mastitis por hongos unicelulares.

El nimero de células somaticas,43células contadas= 375x10%cel/mL, es una sefial de
un posible desarrollo de mastitis sub-clinica.

Segun los resultados podemos sacar la conclusidon que la leche analizada es de un
animal con mastitis por hongos unicelulares y un posible desarrollo de mastitis sub-
clinica al mismo tiempo.



Imagen 4. Muestra de animal con mastitis por hongos unicelulares.
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 3 a 20 ym, células contadas
son 2221, equivalente a 18679x10° cel/mL. La medida de las células estd entre 5y
14 pm. a medida media de la célula es 7.60 um .La mayoria de la células tienen una
medida a 6-8 um. La medida de la célula al alcanza un maximo en 7 pym.



Grafico de la imagen 4. La medida minima de la célula esta dada en 8 pm
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Cuando el diapasoén de la medida de las células es de 8 a 20 ym, células contadas
son 942, equivalente a 8137x103 cel/mL. La medida de las células esta entre 8 y 14
pm. La medida de las células esta entre 8.94 um. La mayoria de la células tienen una
medida a 8-10 pm. La medida de la célula al alcanza un maximo en 8 pm.

Si comparamos los resultados de los graficos podemos sacar la conclusidon que en la
foto hay 66% e hongos unicelulares con una medida entre 5 — 8 um y 44% células
somaticas. El gran nimero de hongos unicelulares, 1279 células contadas = 10542
x103 cel/mL, es confirmacion de la presencia de mastitis por hongos unicelulares.

El nimero de células sométicas, 942 células contadas = 8137x103cell/mL, es
confirmacion de la presencia de mastitis clinica.

Segun los resultados podemos sacar la conclusién que la leche analizada es de un
animal con mastitis por hongos unicelulares y mastitis clinica en el mismo tiempo.



Imagen 5. Muestra de animal con mastitis por hongos unicelulares.
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 3 a 20 um, células contadas
son 141, equivalente a 1213x10° cel/mL. La medida de las células estd entre 6 y 17
um. La medida media de la célula es 8.89 um. La mayoria de la células tienen una
medida a 6-11 pm. La medida de la célula al alcanza un maximo en 7 pm.



Grafico de la imagen 5. La medida minima de la célula esta dada en 8 pm
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Cuando el diapasén de la medida de las células es de 3 a 20 p 8 a 20 ym, células
contadas son 77, equivalente a 662x10° cel/mL. La medida de las células esta entre
incluidos en el resultado final esta entre 8 y 17 um. La medida media de la célula es
10.78 pm. La mayoria de la células tienen una medida a 8-9 ym. La medida de la
célula al alcanza un maximo en 9 pm.

Si comparamos los resultados de los graficos podemos sacar la conclusion que en la
foto hay 55% de hongos unicelulares con una medida entre 6 — 8 um y 45% células
somaticas. El gran nimero de hongos unicelulares, 64 células contadas= 551 x10°
cell/mL, es confirmacion de la presencia de mastitis por hongos unicelulares.

El nimero de células somdticas, 77 células contadas = 662x10°cell/mL, s
confirmacion de la presencia de mastitis clinica.

Segun los resultados podemos sacar la conclusidon que la leche analizada es de un
animal con mastitis por hongos unicelulares ymastitis clinica en el mismo tiempo.

En los resultado que recibimos de Columbia, descubrimos muchos animales de un
rebafo con células de una medida media de 7-8 pm. Hicimos una investigaciéon de
estos animales y la misma demuestra categdricamente que el aumento del nimero
de células pequefias /4-7 um/ es a consecuencia de la presencia de hongos
unicelulares en la leche. Los hongos unicelulares tienen esas medidas.



En las investigaciones hechas de la India y Brasil se puede ver que hasta el 12% de
los animales tienen mastitis por hongos unicelulares.Posiblemente ese porciento en
otra parte del mundo esta cercano al 12% en algunos regiones.

El gran problema es que si esas células fueran contadas segun la exigencia de la
norma para el conteo de célulassomaticas (todas las células con una medida superior
a 4 ym se cuentan como células somaticas) entonces el limite de 500 000 células
que demuestra la presencia de mastitis bacterial,seria sobrepasado con crecer, y no
por las células somaticas, sino fundamentalmente por el conteo de hongos
unicelulares, los cuales se multiplican rapidamente en la leche ya que es tratamiento
con antibidticos contribuye a su multiplicacién.

Facilmente los veterinarios pueden ignorar estas muestras de leche y aceptan que
deben tratar la mastitis como bacterial pero esta puede ser mastitis por hongos
unicelulares. Por ese motivo a LACTOSCAN SCC se le da un diapason para el conteo
de células somaticas, de 8 a 20 um para la leche de vaca. De este método las células
con una medida de 4-6-7 pm se separan de las células somaticas. Por supuesto que
de esta forma principalmente los pequefias linfocitos con esas medidas no se
incluyen en el resultado final, pero por lo general estas son solo 1% del nimero total
de linfocitos y células corporales que estan en la leche.

Mas abajo se muestran fotos de imagenes con estas muestras de leche(medida
media de las células 6-7-8 pym) cultivadas en un medio especial para el cultivo de
hongos unicelulares en ellas. Cultivos microbioldgicos y resultados se pueden ver en
las fotos.:

Foto 1. Leche de un animal sano




Foto 2. Leche de animal con mastitis por hongos unicelulares.
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Foto 4. Leche de animal con mastitis por hongos unicelulares.
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