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Esta norma establece los métodeos de control anatomopatolégicos
para =] diagnfstico de la Fiebre Porcina Africana y la Peste
Porcina Clésica,

GENERALIDADES

i. El instrumental a utilizar en los mtodos de econtrol es-
tari limpio v afilado.

2. En la expresifn de los resultados se considerarin las va-
riaciones del cuadro de lesiones gue se presentan entre
individuos de un mismp grupo.

3. Todas las incisiones se efectuarfn con rapidez y exacti-
tud.

4. Los fragmentos de muestras que se tomen no serfn compri-
midos, dobladeos o torcidos.

5. Para los métodos de control se utilizar8 agua para ani-
lisis seqgfin la NC 21-01:72 "Agua para anidlisis", cuando
no s& especifique lo contrario. Los reactivos utiliza-
dos serfn de calidad p.a. seqgfin la NC 20-03:72 "Prcocductos
guimicos, Clasificacién por calidades y definicionss"

y NC 21-05:72 "Productos quimicos analfticos. Especifica=-
ciones".

6., La cuchilla de micrétomo utilizada, se secard con un pe-
dazo de gasa, entre cada corte por congelacifin o para-
fina, para evitar irregularidades y perforaciones en los
mismos.,

7. Todos los frascos de soluciones se rotularin.

8. T&rminos, definiciones y simbolos

8.1 Montaje. Presentacifin ¢ pegado de cortes tisulares en la-
minas portaobietoa.
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8.2 Fijacién. Conservacifn de la estructura primitiva de les
tqjidus mediante reactivos quimicos llamados fijadores.

.3 PPC. Peste Porcina Clasica.

8.4 FPA. Fiebre Porcina Africana.

-

'B.5 Para los restantes términos y definiciones véase la
NC 55-05:;85 "Servicios veterinarios. Actividad de labora-
torio. Términos y definiciones”. :

MﬁTonDs DE CONTROL

9, Examen macroschpico

9.1 Objetivo vy alcance. Este método se establece para deter-
minar las alteraciones de los Grganos presuntamente afec-
tados, para orientar el diagnfstico.

9.2 Fundamento del método. Se basa en examinar los 6rganos,
~describir las alteraciones, seleccionar fragmentos de los
mismos y fijarlﬂs en solucifn de fomalidehfde al 10% viv.

9.3 Reactivo quimico

9.3.1 Solucidn de formaldehfdo neutro al 10 % v/wv. Segln
NC 55-=01:85 "Servicios vetevinarios. Enfermedades rojas
del cerdo. Seleccidn y obtencibn de las muestras"”

9.4 Aparatos, utensilios y medios de medicién. Segfin NC 55-01

9.5 Muestras. Segfin NC 55-01,

%.6 Determinacidn. Se realizari la nEEIHPEla y se observarin
las cavlﬁades, Grganos ¥ tejidos. .

9.7 Expresifin de los regultados. Se describiran las distintas
alteraciones ﬂbservadas en la necropsia que caracterizan
las d15t1nta5‘fﬂrmas de presentaclﬁn de las entidades si-
guientes:

gl?ll PPC

- En la forma sobreaguda. Podrf no observarse cambios
macroscHpicos.

- PEn la forma aguda. Se observarin hemorragias pete-
guiales en mucosas y serosas, rindn, en ganglios,
linf&ticos {ganglios marmédrecs) vejiga, laringe,
triguea, pulmones, epicardio y piel. En algunos ca-

- sos se presentarin Glceras en forma de bot&n, a ni-
vel de cﬁlun {aungue esta lesifin se presenta mds en
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la forma crénical. Se aprecian infartos esplénicos
{Gnicos o miltiples).

En la forma crénica. Se cbservan procescs neumdnicos
secundarios y ulceraciones necréticas en forma de
botén (filceras botonosas) a nivel de la mucosa del
intestino grueso.

9.7.2 FPA., Las alteraciones son bastante semejantes a la
PPC, aungue generalmente son mis severas,

- En la forma aguda. Las lesiones gue se presentan
son propias de un proceso septicémico, reprasenta-
das por esplenomegalia y hemorragias en diverscs
Srganos, mucosas y serosas. Hidropericardie, hidro-
térax y ascitis.

Las hemorragias se presentan en todos los &rganos,
siendo mfs intensas a nivel cértico-renal, corazfn,
pulmones e higado.

Los ganglios linfiaticos regionales se cbservan tu-
mefactos vy hemorrigicos, llegando a constituir verda-
deros cofigulos de sangre los renales y gastrohepfi-
ticos y con menor intensidad los mesentéricos vy pul-
monares. se observa edema v congestidin pulmonay ,vwe-
sicula biliar distendida con edema a nivel de la
serosa v oen ocasiones son intensas las hemorragias

a nivel de la serosa vy mucosa.

- En la forma subaguda. Lesiones hemorrigicas mas
intensas en afnglios linfiticos y rinones. Hiperpla-
sia esplénica. Pueden presentarse hemorragias en
misculos esqueléticos y en intestinos.

- En la forma crfnica. Las lesiones se asemejan fre-
cuentemente a las de forma subaguda. Las hemorra-
gias pueden ser acusadas. Se cbserva pericarditis
v pleuritis fibrinosa. Zonas de consolidacién y le-
siones granuelomatosas en forma de nddulos en pulmo-
nes, hasta procesos neumdnicos secundarios. La ca-
racteristica mis importante de esta forma es la
hiperplasia del tedjido linforreticular en diferentes
drganos, por lo cual los ganglios linfiticos v el
pazo pueden estar aumentados de tamano y de consis-
tencia firme.

10. Examen microscdplco

10.1 Objetive v alcance. Este método se establece para deter-
minar las alteraciones histopatolifaoicas on los cortes
de las muestras,




10.2

10.3

Fundamento del método. Se basa en realizar cortes de las

distintas muestras, colorearlas ¥y oObservarlias al micros-
copilio.

Reactivos gquimicos

= BAlcohol etfilico 50 % w/w

- Alcohol etflico 70 % v/v

- Alcohol etflico 95 % w/v

- Aleohol etilico absolute 99,5 % v/iv

- Acetﬂna.

- Xilel

= Aceite de cedro

- Bilsamo de Canad&

- Cera alba o cera de abejas

- Parafina con intervale de fusidén de 53 a 60°C.

Alcohol clorhidrico

Alcohol etilico al 70 % v/vw 100 ml
Acido clorhidrico concentrado 1 mL

- Carbol-xilol

Fenol 20 mL

- Disolucifin de eosina 10 g/L. Se disolverd y se fil-
trarid por papel.

- Albfimina glicerinada de Mayer. Separar las claras de
varios huevos, medirlas v batirlas a punto de meren-
gque. Anadir un volumen igqual de glicerina y adredgar
un cristal de timeol. Mezclar ¥ filtrar con papel.
Envasar en frasco de vidrio a&mbar; se taparia y con-
servarid en refrigeracién.

- Hematoxilina al@imina de Harris

Disolucidn I

Cristales de hematoxilina 5 g
Alcohol etflico absoluto 99,5 % v/v 50 mL

Se disolverd al calor.



10.

- Disolucifin IT

Alumbre de potasio 1Dﬂ'g
Agua 1 000 mL

Se disolverda al calor, se mezclarfin las dos disclucione:
v s5e hervirin réipidamente.

Se anadiri 2,5 g de 6xido de mercurio rojo lentamente y
se herviri rdpidamente hasta obtener color plrpura oscu
ro. Se enfriari répidamente en bano de hielo y se filtr:
r4 por papel. Se conservara en frasco bien tapado.

Para trabajo se afiadir8 2 6 3 mL de Acide acético glaci:
por 100 mL de colorante, utilizando pipeta de 1 mL. Se

filtrard por papel. El colorante es utilizable durante
1 ano.

Aparatos, utensilios v medios de medicifn

- Estufa para histologia
- Micr&tomo de parafina

- Micrétomos de congelacifn por didxido de carbono o
fredn

- Pipeta de 1 mL, vD 0,001 mL

-~ Balanza técnica LSP Eﬁﬂ_g, vD 0,1 g

- Cuchillas de micrdtomos

- Frasco cbnico de 500 y 100 mL

- Vaso de precipitado dé 250; 00 y 1000 mL
- Jarras esmaltadas de 5H00

- Pincel de pelo fino

-~ Baléfn de didéxido de carbono

- WVarilla de vidrio fusible con punta agregada en uno
de los extremos y doblada en angulo recto

- 'Relnj de intervalo

- PBafo de agua regulable para histologia
= Cuchilleo

- Mangos y hojas para visturi

- Placas de Petri



- Portacobjetos y cubreobjetos

= Cilindros graduados de 100 mL
- Moldes de Leuckart

= Papel de filtro

- (Gasa

10.5 Muestras. Segin NC 55=-01,

10.6 Determinacifin. Se realizarf por el método de corte por
parafina, cuandec se reguiera mayor precisién, v por con-
gelacifn, como método rutinario.

10.6.1 Mé&todo de corte por parafina

10.6.1.1 Fijacién. Se basa en sumergir las muestras obtenidas,
en la solucidn de formaldehfdo neutro al 10 & v/v
para rue se preserve lo mis posible su estructura ti-
sular para estudios histopatolégicos.

Se utilizari el formaldehido neutro al 10 % +/v du-
rante 24 a 48 h. Lavar con agua corriente durante
4 a 16 h.

10.6.1.2 Deshidratacifn. Los fragmentos seleccionados y fi-
1ados se envolverdan en pequenos pedazos de gasa,
confeccionando una bolsa v atdndola con cordel. Den-
tro de la bolsa se colocard un pedacito de cartuli-
na o cartdn ° lanco, donde se escribird con lipiz el
nimero del caso y el ano.

Se lavardn los tejidos fijados, con agua corriente
durante 16 a 24 h vy se pasarfin por los alccholes si-
quientes:

- Alcohol 70 % v/v, durante 30 min
- Alcohol 95 % v/v, durante 30 min

- Alcohol 99,5 % v/v, % veces, durante 30 min cada
vey

- Acetona, 2 veces, durante 30 min cada vez. Puede
sustituirsg~ este paso por dos pases de alcohol
al 99,5 %, durante 30 min cada vez.

El volumen de los liguidos deshidratantes seré
diez o mas veces el volumen de las piezas.

10.6.1.2 Aclaracifin. Las muestras se pasardn por xilel 2 ve-
ces, durante 30 min cada vez, utilizando el aclara-
dor en proporcién de 19:1 en relacién con el volumen
de las muestras.




10.6.1.4

10.6.1.5

Inclusifn. Se preparardn 3 jarras con parafina fun-
dida y filtrada por papel y se marcardn con los nfi-
mercs 1, II y IIT. Para mantener licuada la parafina,
se mantendrd la estufa 2°C por encima del punto de
fusifn del reactivo.

- Pasar la muestra por parafina de la jarra I, du-
rante 24 h

- FPasar la muestra por parafina de la jarra II, du-
rante 16 h

- Pasar la muestra por parafina de la jarra III, a la
cual se le aaade el 5 % de cera alba o cera de
abejas, segln el wvolumen de parafina

- Sobre una placa de vidrio, plistica o formica,
colocar los moldes Letckart y verter un poco de
varafina de la jarra I1I1, para crear una base

= 5Sacar los fragmentos de la parafina de la jarra
IIT y colocarles en 2] centro del molde. Verter
rapidamente parafina de =sta misma Jjarra hasta
completar la altura del mismo.

Identificar el teiido con una tarjeta colcocada en
una de los extremos del molde, donde se escribi-
rd con l8piz el nfimero del caso y el afo, antes
que se solidifigque la parafina. Ayudar a la sali-
dificacifn con fragmentos de hielo,

Carte

5o orecartar8 el extremo de narafina de las caras del
blogque, utilizando un cuchillo o espdtula ligeramen-
ter calentado.

= Montar el blogue en la platina del micrdtomo

- fCortar seccicnes de 10 a lﬁju hasta llegar al te-
jidoe

= Hacer un corte de prueba para asegurar que toda
la muestra estd siendo cortada.

= Enfriar la superficie de corte con un fragmento
dee hielo

=~ {raduar ! micrétome y real--ar 1 Sty AT
arosory deseado

- Utilizando an pincel de welc fino, himedecido en
aqua, Lrasladar los cortes a un baho 4o agqua re-
gqulalkle rara histelogfia, mantenionds 29°C por en-—
cima del punto de fusidn de la parniina



Introducir una lamina portacbjetos, previamente
prevarada con alklmina glicerinada de Mayer, hajo
el corte v recogerlo, sobre el mismo, ayudado

con un pincel.

'10.6.2 Método de corte por congelacifn

10.6.2.1

10.6.2.,2

10.6.2.3

Fijacifn. Segfin apartado 10.6.1.1,

Corte por congelacifin con difxido de carbono. Se co-

locaran los fragmentos fijados hasta 1 momento del
corte, en un recipiente que contenga agua corriente.

Cortar con bisturi los bordes para darles forma
definitiva v colocarlos en la platina del micré-
tomo, sobre un disco de papel filtro humedecido
en agua

Abrir bruscamente por pocos segundos, la llave

de salida de didxido de carbono. Repetir esta ope-
racifin a cortos intervalos, hasta que el frag-
mento se haya congelado

Realizar cortes hasta gue los mismos abarguen
toda la superficie del fragmento

Dar salida nuevamente al didxido de carbono y rea-
lizar el corte del grosor deseado

Trasladar los cortes, utilizando la yema del

dedo anular mojadeo en aguna, a una placa de Petri
que contenda adgua, hasta =1 momento de ser monta-
dos: si 2l tiempo de montale excede de 1 h,
agregar 2 mL de formaldehido al 10 % w/v

Pasar los cortes por alcohol al 70 % durante
3 a 4 min, con ayuda de una varilla de vidrio

Pasarlos por alcoheol al 50 % durante 1 min.
Extraerlos con un portaobjetos preparado con albl-
mina glicerinada de Mayer, secada a la llama.

Secar entre wapel filtro o poner a secar sobre la
estufa,

Corte por congelacidn con freom. Se colocarn los

fragmentns fl]adﬂﬁ hasta &1 momento del corte, en
un recipiente que contenga agua corriente.

Cortar con bisturfi los bordes para darles forma
definitiva v colocarlos en la platina del micré-
tomo, sobre un disco de papel de filtro humede-
cido en agua

Encender el eguipo vy controlar hasta gque el frag-
mento se haya congelado .

Realizar cortes hasta gue los mismos abarguen toda
la superficie del fragmento

Realizar los cortes del grosor deseado



10.6.3

106.6.4

- Trasladar los cortes, utilizando la vema del dedo

anular mojado en agua, a una placa de Pebri gue
contenga agua, hasta el momento de ser montado. Si
el tiempo de montaje excede de 1 h, agregar 2 mL
de formaldehido al 10 % /v

- Pasar los cortes por alcohol al 70 % durante 3 a 4

min, con ayuda de una aguja o varilla de wvidrio

- Pasarlos por alcohol al 50 % durante 1 min.

Extraerlos con un portacbhjetos oreparado con albfi-
mina glicerinada de Mayer, secada a la llama

- Secar entre papel filtro o poner a secar sobre la

aestufa.

Tratamiento de los cortes antes de la coloracidén. Se
efectuarin losgs pasos sigulentes: :

FPara cortes incluidos en parafina. Desparafinado

Pasar por xilel, 3 veces, durante 5 min cada vez

Pasar por alcohol al 95 %, 3 veces, durante 5 min
cada vez

Pasar por aleohol al 70 %, durante 3 min

Pasar por agua, durante 1 min a 2 h.

Para cortes por congelacifin. Los cortes montados
v completamente secos, =Se pasarin por alcohol al

35 %, durante 3 min, vy por agua, durante 1 min
hasta 2 h,

Coloracidn de hematoxilina v eosina

S5e colocari con hematoxilina aliimina de Harris, de
1 a 4 min

Se enjuagari con agua

Se diferenciarfi con alcohol=-clorhidrico, durante

15 a 30 min. Se controlard la diferenciacidn en el mi
croscopio, donde el nlicleo se distinguiri y el res-
to del tejido serd incoloro

S3e lavari con agua corriente, durante 30 min

Se coloreard con eosina de 30 s a min, depen-
diendo de la brillantez del contraste deseéado

Se diferenciari con agua durante 1 min

Alcohol etflico al 70 % /v durante 1 min



10.7
14.7.1

10.,7.2

10.8

- Alcochol de 95 % v/v, cuatro pases, durante 30 s a
1 min cada unco '

- Carbel-xilel o xilol puro, dos pases, durante
2 a 3 min cada uno

- S¢ montard el cubreohijetos con bilsamo de Canadi.
Sc observard al microscopio.

Expresicdn de los resultados

BFPC. A nivel de encéfalo se observarf inflamacién,
diapfdesis, endoteliosis vascular, degeneracién hia-
lina fibrionoide y mucoide de las paredes vasculares.
Degeneracifn neuronal con picnosis, cariorrexis v ca-

" ridlisis. Satelitosis, neuronofagia y gliosis focal

difusa. En ocasiones observamos microhemorragias.

"Estas variaciones se observan en la sustancia gris y

blanca ¥ en su conjunto caracterizan una encefalitis
no purulenta.

FPA. Se producen cambios degenerativos graves en los
tejidos linfoides, mfs evidentes en la forma aguda,
incluidos el bazo v los ganaglios linfiticos, observén-
dose picnosis y cariorrexis de los linfocitos de estos
Srganos y en otros. Las lesiones cerebrales se carac-
terizan por degeneracidn neuronal e infiltracidn peri-
vascular, no muy severas, por células mononucleares con
frecuente cariorrexis, picnosis vy necrosis fibrinosa
de las paredes vasculares, acompanados de hiperemia

¥ trombosis mural. Necrosis do los hepatocitos peri-
portales e infiltrado linfocitario. Hemorragias en los
diferentss frgancs.

En las formas subagudas y crfnicas se observan hiper-
plasia de los elementos linfoides del sistema reticu-
loendotelial.

Las lesiones degenerativas estdn sobrepuestas a los

ganglios hiperpldsticos en todos los firganos.

Informe

El mismo recogerd los siguientes datos:

Nimero del caso
Fecha de entrada
Unidad

Empresa
Municipio

Provincia



- Resultadoes
- Firma del patélogo
= Firma del Jefe de Departamcnto

- Fecha de salida,

COMPLEMENTO

Normas estatales de referencia:

NC 20-03:72 Productos quimicos. Clasificacién por calidades
vy definiciones

NC 21-01:72 Agua para andlisis
NC 21-05:72 Productos guimicos analiticos. Especificaciones

NC 55=01:85 Servicios veterinarios. Enfermedades rojas del
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