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Presentacion

Queridos compaiieros:

En esta edicién de Casos Clinicos queremos haceros llegar una informacién que cree-
mos puede ser muy til en vuestro trabajo diario, sobre todo cuando queréis tomar mues-
tras para hacer algiin diagnéstico de laboratorio y no sabéis exactamente cémo tomar
esas muestras o qué muestras enviar. En algunas ocasiones nos habéis comentado, cuan-
do hemos coincidido con alguno de vosotros, que hay casos muy interesantes en los que
no se ha podido llegar a ningin diagnéstico definitivo porque a la hora de tomar las
muestras no se han tomado adecuadamente o por ejemplo, para hacer muestreos serol6-
gicos, no sabéis cuantas muestras se deben recoger.

Aqui os mostramos unas normas muy bdsicas de toma y envio de muestras para los
andlisis de laboratorio mds utilizados en el diagnéstico de patologias en porcino: mues-
tras de sangre y muestras de tejidos para histopatologia, microbiologia y PCR. Espera-
mos que esta informacion os sea de utilidad y sirva para que no se os escape ningin diag-
ndstico, al menos por no tomar las muestras necesarias v adecuadas.

Un saludo y esperamos vuestros casos para publicarlos en esta seccion.

Guillermo Ramis Vidal Francisco José Pallarés Martinez
guiramis@um.es pallares@um.es
Departamento de Produccion Animal Departamento de Anatomia y Anatomia
Facultad de Veterinaria de Murcia Patoldgica Comparadas.
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Toma de muestras para diagndstico

continuacion, se describe por una par-
te la toma de muestras de sangre, y
por otra, la de tejidos para histopato-
ogia, microbiologia y PCR.

Toma de muestras de sangre

La extraccién de sangre en los cerdos se ve difi-
cultada por la propia conformacién corporal del
animal: la cobertura grasa hace que el acceso a los
vasos sea complicada, agravado en algunos casos
por la capa oscura del animal.

Los puntos de extraccion mds accesibles son:

* Vena lateral de la oreja. No se suele utilizar
debido al calibre fino de este vaso que difi-
culta la extraccion.

* Grandes vasos del cuello y porcidn craneal
del térax. Se accede de forma laterocaudal a
la punta del esternén, manteniendo al animal
en estacion, o sujeto en diversas posturas
(Figura 1).

* Vena caudal de la cola. Se utiliza en animales
de gran tamafo., normalmente mediante
incision del vaso, aunque es un método poco
higiénico.

* Seno retroftdlmico. Se accede a través de la
comisura medial del ojo, y es muy ditil en
animales de gran tamano o con cobertura
grasa muy gruesa como los ibéricos (Figura
2).

Usualmente, la extraccion se realiza con tubos
de vacio tipo Vacutainer, usando distintos tamanos
de aguja (siempre estériles) dependiendo del tipo
de animal a muestrear.

Envio de muestras
Se puede enviar al laboratorio tanto sangre entera
como suero, dependiendo del tipo de andlisis soli-
citado. Los tubos de extraccién utilizados variardn
seglin queramos una u otra cosa: para suero
emplearemos los tubos de extraccion de tapdn
rojo, mientras que para sangre entera utilizaremos
tubos que contienen algin anticoagulante como
EDTA (tapa morada) o heparina (tapa verde).
Para la obtencién de suero se suele utilizar
una centrifugadora, aunque la sangre de cerdo
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comienza a desuerar espontineamente muy poco
tiempo después de ser extraida.

El envio se debe hacer lo mis rapido posible,
por lo que se suelen emplear servicios de mensa-
jeria, que en cuestion de horas transportan la
muestra a cualquier punto del pafs. Sin embargo
se debe hacer con unas condiciones minimas:

* Para evitar que los tubos se vuelquen pode-
mos usar las mismas gradillas de porexpan
en las que normalmente vienen los tubos de
toma de muestras, usando cinta adhesiva
para fijar los tubos a la misma (Figura 3).
Si enviamos sueros, debemos introducirlos
en tubos tipo Eppendorf (Figura 4) que
también se pueden introducir en una gradi-
lla de porexpan, siendo fijados con cinta
adhesiva igualmente. La ventaja de estas
gradillas es que ademds por su naturaleza
son isotermas y ayudarin a conservar la
temperatura baja de la muestra durante el
transporte.

* Identificacién. Las muestras deben ir identi-
ficadas individualmente usando las etique-
tas que van adheridas a los tubos. Si sélo
ponemos la identificacion en la gradilla
corremos el riesgo de que al volcarse acci-
dentalmente los tubos se mezclen y no
sepamos cudl es cudl. Ademads, debemos
acompafiar las muestras de una pequena
anamnesis y un cuadro de identificacién
escrito en papel, al objeto de facilitar la
labor del laboratorio. Muchos laboratorios
disponen de sus propios formularios de
identificacion y anamnesis.

= Conservacion. La sangre no se puede conge-
lar ya que se produce hemdlisis y el suero
posteriormente es muy Sucio y a veces no
apto para el andlisis. Los sueros en cambio si
se pueden congelar, aunque debemos saber
que si lo que queremos es identificar la pre-
sencia de antigeno o genoma de virus, los
virus ARN son mds ldbiles y por tanto una
parte se perderd a lo largo del tiempo. Si el
andlisis a realizar es seroldgico o el virus es
ADN, la conservacion en congelacion serd
adecuada. Si vamos a guardar las muestras,
siempre deberia hacerse a -80 °C que condu-
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Figura 1. Extraccién de sangre de la cava craneal de un cerdo

Figura 3. Gradillas de porexpan donde se suministran los tubos y que
son muy utiles para el envio de muestras al laboratorio.

ce a una mejor conservacion. Para el trans-
porte podemos usar neveras isotermas de
porexpan (incluso las mismas que usan los
laboratorios para enviarnos las vacunas) que
ayudardn a conservar la temperatura de la
muestra y no debemos olvidar incluir algu-
nos bloques refrigerantes que aseguren el
mantenimiento de dicha temperatura. Final-
mente las sellaremos con cinta adhesiva o
precinto para evitar que se abran durante el
transporte.

* Sistema de envio. Como dijimos anterior-
mente los mds adecuados son los servicios
de mensajeria urgente, que en cuestion de
pocas horas trasladan nuestras muestras a
cualquier punto de Espaifia. Unas muestras
que hayan estado mucho tiempo en trans-
porte y en condiciones no conocidas (y mds
alin si no hemos puesto medios de conserva-

Figura 2. Extraccion de sangre del seno retroftalmico de un cerdo.

Figura 4. Muestra de suero en un tubo Eppendorf.

cion adecuados), producirdn unos resultados
cuando menos dudosos. Incluso algunos de
éstos servicios hacen transporte refrigerado.
Otro punto a tener en cuenta es el dia que
enviamos las muestras. Debemos hacerlo a
principios de semana, puesto que si las
muestras llegan, por ejemplo, un viernes por
la tarde al laboratorio es posible que no se
conserven bien hasta el lunes. Por tanto, los
primeros dias de la semana son los que ele-
giremos para nuestro envio.

* Bioseguridad. No olvidemos que estamos

trabajando con material potencialmente
infeccioso, por lo tanto debemos imponer-
nos un minimo de bioseguridad en nuestros
envios. Una idea es colocar los tubos que
contengan la muestra (bien sean los propios
tubos Vacutainer, bien los Eppendorf con las
muestras) en contenedores intermedios, por
ejemplo frascos para toma de muestras de
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Cuadro I. Nimero de muestras dependiendo del tamano de la granja y de la prevalencia esperada.

Prevalencia
Tamano 50 40 30 25 20 15 10 5 2 i 0,5 01
20 4 6 i 9 10 12 16 19 20 20 20 20
20 4 6 8 ) 11 14 19 26 30 30 30 30
40 5 6 8 10 12 15 21 31 40 40 40 40
50 b 6 8 10 12 16 22 35 46 50 50 50
60 5 6 8 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 b 6 8 10 13 T 24 40 62 70 70 70

| 80 5 (5} 8 10 13 17 24 42 68 79 80 - 14)
920 5 A 8 10 13 17 25 43 i3 87 90 80,5 ]
100 5 6 9 10 i 18 25 45 78 96 100 100
150 h 6 a 11 13 18 27 49 95 130 148 150
200 5 6 ) 11 13 19 27 Bl 105 155 190 200
500 6 B 9 11 14 19 28 56 129 225 349 500 e |
1.0u0 ) 6 9 11 14 19 29 57 138 258 450 950
5.000 5 b 9 1% 14 19 29 59 247 290 564 2.253
10.000 5 6 9 11 14 19 29 b9 248 294 581 2588
>3.000 5 6 9 11 14 19 29 B9 249 299 bBS6 2895

Cuadro Il. Confianza esperable al
reducir el numero de muestras segin

el tamano de la poblacion.

Tamano Numero de Confianza
de poblacion muestras para obtenida
una confianza con 10 animales
del 95%

20 19 50%
40 31 44%
GO 38 43%
80 a2 42%
100 45 41%
120 46 41%
160 49 41%
200 51 40%
300 54 40%
400 55 40%
500 56 40%
1.000 57 40%
2.000 40%
> 3.000 59 40%

orina, de modo que vayan mas protegidos
frente a golpes durante el transporte. Los
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contenedores intermedios se pueden rellenar
de papel de modo que si escapara el conteni-
do de alguno de los tubos, empape el papel y
se reduzca la posibilidad de pérdidas. En
cualquier caso, ¢l uso de las neveras de
porexpan que son bastante gruesas, ayuda a
que las muestras no se dancn durante el
transporte y reducen la posibilidad de esca-
pes del material biol6gico.

Tamarnio de la muestra

Es imposible tomar muestras de todo el colectivo
de una granja, sobre todo ¢uando son de gran
tamaifio, por lo que tenemos que tomar muestras
que sean representativas para poder hacer una
extrapolacién del resultado analitico a toda la
poblacién.

Existen varios métodos de cilculo del tamaiio
de muestra representativa, aunque todos ellos se
basan en la fiabilidad que deseemos que tenga el
analisis (el grado de confianza) que normalmente
estd entre el 90 y el 99% (es decir, que haya entre
un 90 y un 99% de probabilidades de que el resul-
tado obtenido no sea producto del azar o esté ses-
gado), la prevalencia esperada de la enfermedad
(cuanto mayor sea la prevalencia esperada menor
serd el nimero de muestras necesarias para obte-
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Cuadro lll. Nomero de muestras segin la edad de los animales y el tamano de la explotacién para

realizar un seroperfil.

Tamano de explotacion (cerdas)
< 500 500-1.000 1.000-3.000 3.000-5.000 5.000-7.000 7.000-10.000

Cerdas  Nuliparas 6-8 8-10 10-13 13-16 16-20 20-24
1-2 partos 6-8 8-10 10-13 13-16 16 -20 20-24

3-4 partos 6-8 8-10 10-13 13-16 16-20 20-24 |
56 partos 6-8 8-10 10-13 13-16 16-20 20-24
> b partos 6-8 8-10 10-13 13-16 16-20 20-24
Cerdos 3 semanas 6-7 7-9 9-11 11-14 14 -18 18-20
S & semanas G-+ L R S 11-14 14 -18 18- 20
Y semanas 6-7 7-9 9-11 11-14 14 -18 18 -20

12 semanas 6-7 7-9 9-11 11-14 14-18 18-20
18 semanas 6-7 7-9 9-11 11-14 14-18 18-20
24 semanas oo bl 7-9 9-11 11-14 14-18 18-20

Fuente: David Liopart (Laboratorios Hipra).

ner un resultado fiable) y el tamano de la pobla-
cion.

En base a estos tres parimetros existen nume-
rosas tablas probabilistas que nos indican el tama-
o de muestras con respecto al tamaifio de pobla-
cién que debemos tomar. Una férmula muy bédsica
para la determinacién del tamafo muestral en
base a la prevalencia y el nivel de confianza (para
poblaciones grandes) seria:

N = log (error) / log (1 - prevalencia de la enfermedad)

Asi, por ejemplo, en una poblacién de mds de
3.000 cerdos, con una prevalencia del 20% y para
un nivel de confianza del 90%, el tamafio muestral
seria:

N = log (0,10) / log (1-0,20) = 10,31

Es decir, con un tamano de muestra de 10 ani-
males serfamos capaces de detectar uno o mas
animales positivos.

Un ejemplo aparece en el Cuadro I con una
confianza del 95% de detectar uno 0 mds positivos
en una poblacién infectada.

Cuando no sepamos cudl puede ser la preva-
lencia esperada, siempre debemos tomar como
minimo el 50%.

Algo que suele suceder en el campo es intentar
minimizar el nimero de muestras a tomar, y una
muestra muy utilizada es de 10 animales. En el

Cuadro IT se muestra como se reduce el nivel de
confianza en poblaciones de distinto tamafo con
una prevalencia del 5%, al reducir el tamaiio de la
muestra a 10 animales, en comparacién con el
tamafio de muestra que se deberia tomar para un
nivel de confianza del 95%.

Légicamente observamos cémo se produce
una reduccion muy importante del nivel de con-
fianza que podemos esperar de esos analisis. La
disminucion en la confianza serd menos impor-
tante cuanto mayor sea la prevalencia esperada del
patégeno.

Otro factor a tener en cuenta es qué animales
muestrear. Obviamente cuando estemos hablan-
do, por ejemplo, de seroperfiles transversales
debemos tomar muestras de animales de las eda-
des que nos permitan hacer una curva de dindmica
serolégica. Cuando testemos al colectivo repro-
ductor debemos procurar tomar muestras de cer-
das en distintas paridades, para poder observar si
es un problema que afecta a animales nuliparos,
primiparos o multiparos y asi poder hacernos una
idea de cémo se estd moviendo el patégeno entre
la poblacién. Por eso también existen tablas de
tamano de muestra dependiendo del tipo de ani-
mal a sangrar, en muchas ocasiones basadas en la
experiencia que nos termina marcando un nimero
minimo de muestras a testar. Un ejemplo aparece
en el Cuadro IlI, que comprenderia todos los
grupos de edad necesarios para realizar un sero-
perfil.
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Figura 5. Bote con un volumen inadecuado de fijador con respecto al
tamafio de la muestra.

Toma de muestras de tejidos
para histopatologia

Las muestras deben ser extraidas lo antes posi-
ble. Deben incluir un fragmento de la lesion y
zonas adyacentes de apariencia macroscopica
normal. Si existen dudas acerca de los cambios
observados, es aconsejable el envio de muestras
de los 6rganos principales, aunque presenten
apariencia normal, ya que podrian aportar infor-
macién complementaria. Se adjuntard un histo-
rial clinico con los datos relevantes, referidos
tanto al animal como al colectivo de proceden-
cia, asi como una descripcion detallada y objeti-
va de las lesiones macroscopicas.

El fijador habitual utilizado para histopatolo-
gia es el formol al 10%, que consiste en una
solucién formada por una parte de formol
comercial o formalina (formaldehido al 40%) y
nueve partes de agua corriente (del grifo), aun-
que también se puede utilizar para la dilucion
solucion salina o tampon. Tiene la ventaja de ser
un fijador donde las muestras pueden permane-
cer sin ninguna atencién hasta el momento de ser
procesadas. El volumen del fijador serd, como
minimo, diez veces superior al de la pieza (Figu-
ra 5). Para evitar que se adhieran al fondo del
recipiente, se pondra primero el fijador y luego
los fragmentos seleccionados. El grosor de la
muestra no deberd exceder de un centimetro, ya
que debido a la velocidad de penetracién del for-
mol en los tejidos, si la muestra excede ese gro-
sor puede quedar sin fijar en la porcién central,
por lo que entrard en un proceso de autolisis y no
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servird para el estudio histopatolégico. En el
caso del intestino es aconsejable seleccionar
varios segmentos de unos tres centimetros,
abiertos longitudinalmente. Muy importante, el
material congelado no es apto para el estudio
histopatologico ya que los cristales que se for-
man durante la congelacion suelen desgarrar el
tejido por lo que a veces resulta imposible llegar
a un diagnéstico definitivo,

Toma de muestras de tejidos
para microbiologia

Para el estudio microbiolégico se deben tomar
las muestras con las mayores condiciones higié-
nicas posibles, evitando que haya contacto entre
unas muestras y otras para evitar contaminacio-
nes cruzadas. Por ello, se deben tomar las piezas
con unos guantes limpios, depositarlas dentro de
contenedores aislados (pueden utilizarse bolsas
de pldstico con autocierre o botes estériles de
muestras) e identificarse correctamente. Cuando
tomamos muestras de intestino es recomendable
tomar el asa intestinal, atarla con una cuerda o
hilo formando un bucle y luego cortar por detrds
de la ligadura, para evitar que el contenido se
desparrame por el contenedor de la muestra.

Las muestras deben mantenerse en refrigera-
¢ion hasta el momento del envio, que debe reali-
zarse en unas condiciones similares a las expues-
tas anteriormente para las muestras de sangre.

Toma de muestras de tejidos
para PCR

Para los estudios de PCR pueden enviarse mues-
tras congeladas, por lo que la toma de muestras
puede realizarse en las mismas condiciones de
higiene que las muestras para bacteriologia, pero
una vez tomadas e identificadas pueden mante-
nerse en congelacion hasta el momento de ser
enviadas al laboratorio. Para mantener el estado
de congelacién durante el envio es recomenda-
ble utilizar nieve carbénica y contenedores de
porexpan.

Si se toman muestras de sangre entera para
PCR se deben congelar en tubos de plastico tipo
Falcon o similar puesto que los tubos de vidrio en
numerosas ocasiones al congelarse se rompen, y
sobre todo, no deben llenarse nunca en exceso.



