Boletin Técnico

MANERA APROPIADA PARA RECOLECTAR Y
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HISTOPATOLOGIA

La histologia se refiere a la evaluacién de células y tejidos utilizando un
microscopio. La histologia proporciona informacién importante para el
diagndstico de las enfermedades. Como un seguimiento después del
examen post-mortem, la histologia es una valiosa herramienta para
evaluar la salud del lote. Algunas enfermedades avicolas pueden ser
diagnosticadas Unicamente a través de la histopatologia. Por ejemplo,
la presentacion clinica del virus de la laringotraqueitis infecciosa o de
la viruela humeda en un lote pueden ser virtualmente idénticas, pero
las enfermedades causan cambios histopatolégicos caracteristicos E—— i A
distintivamente diferentes que permiten un diagndstico definitivo. Figura 1. Después de haber procesado las

Para poder utilizar exitosamente la histopatologia como una practica de muestras de tejido y las secciones

diagnéstico se requiere la disponibilidad de muestras seleccionadasy  histologicas se colocan en una lamina

conservadas apropiadamente. de v:d_r/o, y Iuego_ un patolog_o avicola
capacitado examina las secciones del

Recoleccion de Muestras tejido para ver si hay evidencia de la
Las muestras para histopatologia deben ser recolectadas tan pronto enfermedad.

como sea posible después de la muerte del ave, para evitar la YT

deterioracion de los tejidos. Las muestras de tejidos frescos de aves Far

sacrificadas de una manera humanitaria inmediatamente antes del
examen post-mortem proporcionan laminas de la mejor calidad.

Si tiene que utilizar la mortalidad para la recoleccién de tejidos, se debe i
determinar que los tejidos sean tan frescos como sea posible y que no ]
estén descompuestos. ?g

No tome muestras de aves que han sido previamente congeladas. ‘.’_:3 o

o
El proceso de congelacion y descongelacion puede alterar las P, A
caracteristicas celulares, lo cual conduce a ldminas de mala calidad. e g \
Sy £

Las muestras deben recolectarse utilizando un bisturi o una navaja filosa Figyra 2, Vista microscépica del tejido de
y esterilizada (Figura 5). Evite utilizar tijeras, ya que pueden aplastar el

© ! - et la traquea.
tejido y destruir los detalles microscopicos.

Una muestra individual no debe ser mayor de 1 cm®(1x1x1 cm) para permitir que el
fijador penetre en el tejido adecuadamente. Las muestras de tejidos méas grandes se
descomponen en el centro antes de que el fijador _—
(formaldehido) penetre en el tejido adecuadamente. Lam

Figura 3. Centimetros
cubicos.

Figura 4. Equipo utilizado para la Figura 5. Utilizando un bisturi para Figura 6. Para preservar el tejido
recoleccion de muestras para cortar la muestra del tejido. rapido y totalmente, la muestra no
histopatologia. debe ser mayor de 1 cm?.
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Seleccion de Muestras

Las muestras para histopatologia deben recolectarse en

el momento del analisis post-mortem. La seleccion de las
muestras depende de las observaciones hechas durante el
examen. Se deben tomar muestras de los tumores y otras
masas, decoloraciones, y de érganos agrandados, atrofiados

o anormales. Cuando hay sospecha de alguna enfermedad en
particular basandose en el historial del lote, los tejidos asociados
con esa enfermedad deben ser recolectados, alin cuando tengan
apariencia normal. (vea laTabla 1). Cuando sea posible, deben
recolectarse muestras de una seccién transversal de todas las
partes del 6rgano afectado.

Se prefiere cortar el tejido desde el margen de la lesién,
recolectando tanto los tejidos afectados como los normales.
Cuando sea posible, recolecte parte del mismo tejido con
apariencia sana para comparar.

Esta seccion
incluye el
duodeno y el
pancreas

Proventriculo

Esta seccion incluye
el ileon, el ciego y las
amigdalas cecales

Figura 7 Sitios rutinarios para obtener muestras del tracto
gastrointestinal. Corte secciones de 2-3 cm del intestino en
el drea con lesiones o de otras areas de interés.

g
Figura 10. Corte secciones

Figura 9. El diverticulo de Meckel es o 4rea de interés. Cuando

el punto de referencia fisico que
divide el yeyuno y el ileon.

Tomando Muestras para
Enfermedades Especificas

Cuando se sospecha de alguna enfermedad en
particular basandose en el riesgo regional, o
por un resultado sospechoso en las pruebas de
vigilancia, o signos clinicos en el lote, deben
tomarse muestras de tejidos especificos. La
Tabla 1 proporciona ejemplos de algunas
enfermedades de preocupacién y de las
muestras especiales que deben tomarse.

Muestras
Necesitadas

Bolsa de Fabricio,

Enfermedad de
Preocupacion

Gumboro (IBD)

Timo

Laringotraqueitis Traquea
Infecciosa e Laringe

e Conjuntiva
Enfermedad de ¢ Nervio ciatico
Marek e Cerebro

e QOjo

e Tumores
Viruela Himeda e Traquea

e Llaringe

Porciones de tracto
gastrointestinal
afectado

Enteritis (coccidia,
necrosis duodenal)

Tabla 1.
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Figura 8. Para el diagndstico de la enfermedad de
Marek, frecuentemente se utiliza una muestra del
nervio ciatico de la pierna. Corte todo el largo del
nervio ciatico y coloquelo en formaldehido.

de 2-3 cm del intestino en
tome muestras de las

secciones del intestino, abra cuidadosamente el
lumen del intestino (recuadro).
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Figura 11. Envie la traquea Figura 12. Remueva Figura 13. Remueva cuidadosamente

completa; abra cuidadosamente la cuidadosamente el craneo sobre el el cerebro y dividalo a lo largo.
traquea a todo lo largo. cerebro con unas tijeras.
Preservacion de las Muestras B \

Las muestras deben sumergirse rapidamente en una
solucion con 10% de formaldehido en bufer neutro
para su preservacion. El volumen de la solucién de
formaldehido en un recipiente debe ser por lo menos
10 veces el volumen de los tejidos. Las muestras
deben sumergirse completamente en la solucion
para saturarse en el fijador adecuadamente para
prevenir la deterioracion. Los tejidos de los pulmones
y otros tejidos que contienen aire pueden envolverse
cuidadosamente en algoddn absorbente para ayudar
a la inmersion. Abra cuidadosamente las muestras del
lumen de la trdquea y del intestino para liberar el aire
atrapado.

Después de 48 horas en formaldehido, los tejidos se
han fijado adecuadamente. Si es necesario para el

envio en ese momento se puede vaciar el formaldehido. Figura 14. coloque el tejido  Figura 15. Después de 48

, . ., i j horas en formaldehido los
Después de vaciar el formaldehido, las muestras deben lnmeq{atamente enuna . .
h . . L . solucion con 10% de tejidos han sido preservados
enviarse inmediatamente para minimizar el riesgo de . )
formaldehido en bufer adecuadamente.

que las muestras se sequen y se danen. L,
) ] . . neutro para su preservacion.
Si las muestras estan sujetas a temperaturas bajo cero

durante el envio, las muestras que ya han sido fijadas pueden vaciarse y
volver a sumergirse en "formaldehido alcoholico." Esto puede proteger

a los tejidos contra el dano por congelamiento y descongelamiento. Para
una mezcla simple de formaldehido alcohdlico, combine y pre-mezcle 6.5
partes de alcohol etilico puro,
2.5 partes de agua destilada y 1
parte de 37% de formaldehido.

Las muestras que se han

fijado en formaldehido pueden
mantenerse en bolsas de
plastico selladas (por ejemplo
en bolsas Whirl-Pak®), o
mantenerse en un frasco sellado
con formaldehido.

Si las muestras van a enviarse al
laboratorio por correo, coloque
las muestras en bolsas dobles
para prevenir fugas o derrames.
Recuerde que el formaldehido

Figura 17 Las bolsas tipo Whirl-Pak®
pueden sellarse, son resistentes a las
fugas, y pueden utilizarse para
Figura 16. Después de 48 horas, se es un veneno y la exposicion al almacenar y transportar muestras.
puede vaciar el formaldehido y colocar  |iquido o vapor es dafino para

las muestras en bolsas de plastico
selladas a prueba de fugas.

los humanos.



Entrega de Muestras

Cuando envie las muestras al laboratorio de diagndsticos,
es importante proporcionar toda la informacién del lote en
el formulario del laboratorio. La informacion importante
que debe acompanar a todas las muestras que se envian al
laboratorio incluyen lo siguiente:

¢ I|dentificacién y ubicacion del lote
e Edad del lote
e Fecha de la recoleccion de muestras

e Tejido(s) recolectados
e Programa de vacunacién

e El historial del lote debe incluir la descripcion de los
signos clinicos, problemas de produccion, y el nivel de
mortalidad presente

Figura 18. Coloque las muestras en bolsas dobles
e Puede haber reglamentos especiales para el envio de para prevenir fugas o derrames de formaldehido
contenedores con formaldehido durante el transporte.

e Todos los contendores para trasportar las muestras
deben tener etiquetas apropiadas con una advertencia
de peligro bioldgico

e Permisos apropiados para transporte internacional (por
ejemplo permisos de la USDA-APHIS) si es apropiado

Esta informacién es vital para que el veterinario del lote y
el patélogo puedan realizar una interpretacién significativa
de los resultados de diagndstico y puedan proporcionar
recomendaciones para mejorar la salud y/o la produccion

del |Ote. —_ F s e . = e e
Figura 19. El formaldehido es danino para la salud
Procesamiento de Muestras humana. Todos los recipientes deben tener

Cuando las muestras llegan al laboratorio de diagnésticos, €tiquetas de advertencia de peligro biolégico.

los tejidos conservados en formaldehido se colocan en un

bloque de parafina, luego se cortan con un micrétomo en rebanadas muy finas conocidas como secciones. Las
rebanadas de tejidos de 4 micrones de grueso son lo suficientemente delgadas para ser examinadas por un
patologo bajo la luz de un microscopio. Estas rebanadas finas se fijan en una diapositiva de vidrio y se tinen.
Se pueden utilizar varios tintes para resaltar los diferentes tipos de células u otros aspectos del tejido. El tinte
utilizado con mas frecuencia para el diagnéstico de enfermedades es el tinte con hematoxilina y eosina (H&E).
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