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Prefacio

a construccion, a lo largo del tiempo, del tex-

to que presentamos aqui reeditado ha tenido
siempre como aspiracion principal ser un ins-
trumento de apoyo y utilidad para el estudiante,
graduado y médico veterinario, como elemento de
consulta sobre la Patologia Clinica Animal, facili-
tandoles conocer, comprender, aplicar e interpretar
los andlisis de laboratorio en su ejercicio profesional.
Teniendo como referencia esta fase, el texto que
presentamos esta estructurado en ocho capitulos,
en los que se abordan jerarquica y sistematicamente
los temas vinculados a la Patologia Clinica. De este
modo, en el primer capitulo son considerados los
aspectos generales de la disciplina, las muestras, el
analisis clinico, el control de calidad, los limites de
referencia, las unidades e interpretacion clinica de
resultados. Seguidamente, en el segundo capitulo,
dedicado a la Hematologia, esta descrita la hema-
topoyesis, los analisis clinicos de los eritrocitos y de
los leucocitos, la hemostasia y coagulacion, grupos
sanguineos y neoplasias hemopoyéticas. El tercer

capitulo, Bioquimica Clinica, sistematiza la utili-
dad clinica de la determinacion de glicidos, lipidos,
proteinas, elementos nitrogenados no proteicos, mi-
nerales, enzimas y hormonas. En el cuarto capitulo,
se abordan las pruebas de funcionalidad de higado,
pancreas, renal, muscular, hidrosalino, acido-base
y endocrino.

Si bien la mayoria de los textos hace referencia a
la Patologia Clinica de animales de compaiiia y de-
porte, ha existido de igual manera un crecimiento
sostenido de su empleo en animales, aves y peces
del &mbito productivo, especialmente en la medici-
na preventiva de rebafios. En esta edicion, el capi-
tulo cinco incorpora la evaluacion de las enferme-
dades de origen metabdlico y carencial en animales
de produccidn, entregando antecedentes referidos a
estas alteraciones asociadas al metabolismo ener-
gético, de las proteinas y minerales en los rumiantes
asi como de su funcién ruminal.

En el capitulo seis, Analisis de fluidos, se atien-
de a la problemética del andlisis clinico de los
fluidos toracico, abdominal, sinovial, cerebro
espinal, humores acuoso y vitreo, orina y leche.
Seguidamente, en el capitulo siete, dedicado al
Citodiagnostico, es considerada la aproximacién
diagnéstica de muestras y la citologia de masasy
organos, exfoliativa y de fluidos.

El ultimo capitulo incorpora en esta edicion
los conceptos de Diagndstico molecular, presen-
tando las técnicas aplicadas y su empleo en el
diagndstico de enfermedades infecciosas y para-
sitarias, en la oncologia veterinaria y en la pro-
duccién animal.
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Finalmente, el texto incluye Anexos con interva-
los de referencia y perfiles bioquimicos para espe-
cies de interés en veterinaria, asi como también, al
final de cada capitulo, la presentacion y analisis de
casos clinicos.

En esta tercera edicion se incorporan como coau-
tores seis destacados profesionales del area de la
Patologia Clinica. El Dr. Armando Islas, con quien
compartimos el desarrollo de esta disciplina en el
pais, participa en los capitulos de Hematologia Cli-
nica y Pruebas de funcionalidad de érganos. El Dr.
Ricardo Chihuailaf y la Dra. Pilar Septlveda-Varas,
han desarrollado su actividad académica en el drea
de la medicina de rebafios y trastornos metabdlicos
en rumiantes, colaboran como coautores en el capi-
tulo de Bioquimica Clinica el primero, y ambos en el
de Evaluacion de enfermedades de origen metabé-
lico y carencial en animales de produccién. La Dra.
Carolina Escobar, con su especialidad y experiencia
en citodiagnéstico en animales de compaiiia, par-
ticipa en los capitulos de Anélisis de fluidos y Cito-
diagndstico. La Dra. Ananda Miiller y el Dr. Pedro
Bittencourt, de origen y formacién académica en
Brasil, han destacado en el uso de técnicas molecu-
lares para el diagnéstico de enfermedades en ani-
males domésticos y silvestres en Chile, es asi que ella
colabora en el capitulo de Pruebas de funcionalidad
de 6rganos y ambos como autores del capitulo sobre
Diagndstico molecular. La incorporacién de estos
profesionales ha permitido actualizar y profundizar
los contenidos propios de la disciplina y junto a ello
desarrollar dos nuevos capitulos que acogen las in-
quietudes manifestadas por médicos veterinarios,
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uno en relacion a los trastornos metabdlicos en ru-
miantes y el otro con la utilidad diagnéstica de las
técnicas moleculares.



Capitulo 1 ,
Conceptualizacion de
la Patologia Clinica

Fernando G. Wittwer!

1.1 Generalidades

La Patologia Clinica es la ciencia que aporta los cono-
cimientos necesarios para el empleo de los analisis cli-
nicos destinados a evaluar la condicion fisiolégica del
paciente en la practica clinica y en el estudio de las en-
fermedades de los animales domésticos. Se considerd
inicialmente como partes de esta disciplina la Hema-
tologia Clinica, Bioquimica Clinica y Andlisis de flui-
dos, posteriormente se incorpor el Citodiagnostico y
en los 1iltimos afios aspectos asociados al empleo de
técnicas moleculares en el diagndstico y estudio de las
enfermedades.

1 Médico Veterinario, Master Veterinary Sciences. Profesor Titular
del Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile. Profesor
Adjunto, Facultad de Recursos Naturales y Medicina Veterinaria,
Universidad Santo Tomas. Premio H Sommer por su contribucién
a la Patologfa Clinica, International Society for Animal Clinical
Pathology, 2012.

Los analisis clinicos son aquellos que se efectiian
sobre muestras bioldgicas provenientes de indivi-
duos en evaluacion clinica y que han sido obtenidas
en el ejercicio de la medicina veterinaria. Estos ana-
lisis permiten definir cambios cualitativos o cuanti-
tativos en tejidos o fluidos respecto a una condicién
patron considerada como de referencia, y a través de
ellos, evaluar la condicion de salud del paciente, y en
caso de presentar alteracion, definir su tipo, magni-
tud y érganos afectados.

Mediante ellos se investiga la presencia, cuan-
tia o caracteristicas de una sustancia, célula u otro
elemento que pasa a denominarse «analito» en un
fluido biolégico procedente de un paciente o rebaiio.

Para describir el analito determinado en el la-
boratorio deben relacionarse cuatro conceptos: el
elemento o componente quimico evaluado (ej. glu-
cosa); el medio en que se encuentra el componente
(orina, sangre, plasma u otro); su magnitud (niime-
ro, volumen, actividad o concentracion) y la unidad
en que se expresa (g/L, mmol/L, U/L, etc.). Ej. Gluco-
sa sérica = 5,5 mmol/L.

Los analisis clinicos constituyen una valiosa ayu-
da al médico veterinario en su desempefio profesio-
nal clinico y cientifico. Para un adecuado empleo el
profesional debe: a) tener un objetivo que justifique
la solicitud del analisis; b) conocer las bases del ana-
lito a medir; y c) obtener conclusiones que sean un
real aporte al caso clinico.

Objetivos de los analisis clinicos

Toda solicitud de anélisis clinico debe responder a un
objetivo claro y explicito, como ser:
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v Distinguir una situacién normal de una
patolégica

v Precisar el grado de la alteracién organica y
severidad de una afeccién

v Aportar informacién contribuyendo al diag-
néstico clinico

v Definir el pronéstico de la enfermedad

v Definir una terapia a ser instaurada y compro-
bar su eficacia

v Evaluar el curso y la evolucién de un cuadro
clinico

v Evaluar las respuestas bioldgicas y producti-
vas en ensayos o investigaciones en salud y bien-
estar animal

Como se aprecia, los andlisis clinicos entregan al
veterinario informacion que le permite evaluar
la condicién de salud del individuo, ademds de
definir el diagnéstico de la enfermedad, motivo
que lleva a denominar «Laboratorio de analisis
clinicos» la dependencia donde estos se realizan.
Este nombre mejora la antigua denominacion de
«Laboratorio de Diagnéstico Veterinario» que
limitaba su campo de accién a la sola ejecucion
de andlisis de cardcter cualitativo orientado a la
busqueda de la presencia de un agente causal de
enfermedad.

Condiciones para el uso de analisis clinicos
Para el correcto uso de un andlisis clinico se preci-
sa tener informacion de cada analito a ser medido.
Esta informacion presentada secuencialmente hace
referencia a seis aspectos (C-1-M-A-C-I):
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* Conocimiento. Disponer del conocimiento fi-
siologico del analito que se determina, el tejido o
fluido en que puede ser medido, la funcién meta-
bélica que desempeiia, como se regula su mag-
nitud y los factores fisiologicos y patolégicos que
lo modifican.

* Indicacion. Definir el motivo por el cual es so-
licitada la determinacion de un analito.

* Muestra. Conocer la muestra a obtener, sus
caracteristicas, manejo y factores de variacion.
* Analisis. Disponer de un laboratorio que cuen-
te con un método analitico adecuado y validado.
* Comparacion. Disponer de patrones de refe-
rencia con los cuales comparar la informacién
obtenida.

* Interpretacion. Obtener una conclusion clini-
ca en respuesta al objetivo por el cual fue solici-
tado el analisis. Es el médico veterinario quien
debe dar la adecuada interpretacion de un anali-
sis clinico y obtener a partir de ella la conclusién
pertinente, para la cual dispone del historial cli-
nico del paciente o del rebafio.

1.2 Muestra

La muestra es una porcion representativa de un flui-
do o tejido obtenido de un animal o rebafio en un
estudio clinico o experimental. Para que la muestra
seareflejo del estado de salud o enfermedad del ani-
mal se requiere que sea «representativa», vale decir,
lo més similar posible en composicion y estructura
al fluido o tejido del que se obtuvo, y que el animal



no esté alterado por el proceso de muestreo o por
condiciones ajenas al motivo de estudio.

Previo a la obtencion de una muestra es recomen-
dable que el veterinario contacte a un laboratorio con
el objetivo de conocer las posibilidades de ejecucion
de un determinado analisis y las caracteristicas de la
muestra.

Las caracteristicas de las muestras son su tipo, vo-
lumen, duracién, requerimiento de aditivos preser-
vantes, interferencias producidas por substancias que
alteran el andlisis y su manipulacion y transporte.

1.2.1 Caracteristicas de las muestras

Tipos de Muestras
Tejido o células obtenidas de acuerdo a su ubicacion
y volumen mediante puncion, canula, hisopado o
biopsia quirurgica. La sangre constituye el tejido
mas empleado para analisis de laboratorio, siendo
también frecuentes las muestras de raspado cuta-
neo, lavado de mucosas y las de punciones de higa-
do, ganglios y masas tumorales.

Fluidos de diferentes areas del cuerpo se pueden
obtener para examenes fisico, quimico, citolégico,
bacterioldgico u otro. Las mas usadas son:

v Trasudado o exudado: obtenido por toracente-
sis 0 abdomenocentesis.

v Fluido cerebro espinal (FCE).

v/ Humor vitreo o acuoso.

v Fluido sinovial (Fs).

v Secrecion nasal, vaginal, lagrimal u otra.
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v Orina: recién emitida y sin contaminantes.

v Leche: proveniente de cuartos individuales o de
estanque.

v Liquido ruminal (LRum).

Otros tipos de muestras cominmente empleados
son las de deposiciones para analisis parasitoldgico,
bacteriolégico o bioquimico.

Volumen de la muestra

La cantidad de muestra necesaria dependerd del
nimero de andlisis a realizar con ella, asi como del
método analitico a emplear en cada laboratorio. En
la actualidad, el volumen requerido por anélisis es
muy pequeiio, menos de 0,1 mL, por lo que con 2 mL
de sangre o 1 mL de suero o plasma o fluido es facti-
ble realizar numerosos analisis. Por ejemplo, con 0,5
mL de suero o plasma es posible realizar un perfil
bioquimico sanguineo de 10 analitos.

El volumen reducido de muestra para la mayoria
de los analisis ha permitido el uso de los andlisis cli-
nicos en animales de tamarfio pequefio, como roedo-
res, aves y otras especies exoticas y silvestres.

Duracion de la muestra

Como principio, el andlisis debe ser realizado lo an-
tes posible para disminuir los cambios que se pre-
sentan luego de ser obtenida la muestra, los que ha-
cen perder su representatividad. A su vez, la muestra
debe ser almacenada a temperatura baja para au-
mentar su durabilidad. Como norma general los te-
jidos tienen una duracion breve (<1 dia) y deben ser
refrigerados (0 a 5 °C), pero no congelados, mientras
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que los fluidos tienen mayor estabilidad pudiendo
ser refrigerados o incluso congelados (-20 °C) por
periodos prolongados (seis meses o mas).

Uso de aditivos o preservantes

Son sustancias que se adicionan a la muestra con
objeto de prolongar su duracion al inhibir el meta-
bolismo in vitro, la contaminacién bacteriana o la
coagulacion de la sangre. Su uso estd indicado se-
gun el analisis a realizar y al tipo de muestra. Los
mds empleados son los anticoagulantes como el
EDTA, la heparina y el NaF que, ademas, es un inhi-
bidor enzimatico. También son empleados el hielo,
hielo seco, formalina al 10 %, fenol 0,4 - 0,5 %, glice-
rina 50 %, acido bdrico y alcohol.

Manipulacion y transporte

La muestra debe ser adecuadamente identifica-
da, protegida y envasada. Si es despachada por
un servicio publico debe ser conforme a la regla-
mentacion postal que considera, entre otros as-
pectos, que no sea peligrosa para la salud del per-
sonal, no produzca deterioro a otros paquetes, ser
facil de manipular y que el embalaje sea seguro
(protegido de los golpes y envuelta con material
absorbente).

1.2.2 Solicitud de andlisis clinico

Las muestras deben adjuntar una solicitud de anali-
sis con informacion referente a:
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v Identificacién del propietario del animal con
su direccion y datos para envio de resultados.

v Identificacion del médico veterinario solicitan-
te y su direccion.

v Identificacién del animal: especie, raza, sexo,
edad, nombre o marca individual, niimero de caso
clinico.

v Identificacion de la muestra: tipo, fecha de
obtencion.

v Examenes requeridos.

1.2.3 Variacion en la composicion y calidad
de las muestras

Los factores que afectan la composicion y calidad de
una muestra son cambios o variaciones que se presen-
tan in vivo e in vitro. Estos cambios corresponden a las
variaciones premetroldgicas de un analisis clinico.

Cambios in vivo

Corresponden a variaciones que se presentan en la
composicion del tejido o fluido del animal producto
de modificaciones transitorias previas a la obten-
cioén de la muestra.

Excitacion, ejercicio y el transporte. Liberan adre-
nalina que modifica la composicién sanguinea. Por
ejemplo, la aplicacion de una maniobra de manejo
o sujecién que provoque dolor o tensién en un equino
puede originar en dos minutos un aumento del 20 %
del hematocrito que persiste por veinte minutos,
asociado a una contraccion esplénica y liberacién
de neutréfilos desde el compartimento marginal
por vasoconstriccion periférica.



Estrés. Induce laliberacion de corticoides endogenos
modificando la composicién sanguinea como ser hi-
perglucemia y leucocitosis con neutrofilia y linfopenia.

Ingesta de alimentos. Provoca cambios posprandia-
les que revisten mayor importancia en no-rumiantes,
como el incremento de la glucemia y de triacilglicero-
les posterior a la ingestion de alimentos.

Lugar de obtencidn. La composicién y distribucion
sanguinea difieren entre la sangre venosa y arterial,
asi como entre los diferentes lugares de obtencién. Por
ejemplo, la glucemia es mayor en sangre arterial que
venosa; la sangre yugular de la vaca tiene mayor con-
centracion de Cay Mg (2 - 4 %) y menor de P (14 %) que
la vena coccigea.

Forma de obtencion. La compresion de la vena faci-
lita la extraccion de sangre, pero induce cambios en su
composicion por lo que debe usarse brevemente. La as-
piracién muy vigorosa, el uso de agujas muy delgadas
o semi bloqueadas o una canulacién incorrecta de la
vena alteran el flujo de sangre y su composicion.

Administracion de drogas. El uso de algunos far-
macos producen cambios que deben ser conside-
rados al interpretar un resultado. Por ejemplo, los
corticoides producen hiperglucemia en perros y un
leucograma de estrés.

Cambios in vitro

Son modificaciones que se presentan en una muestra
posterior a su obtencion producto del tiempo trans-
currido y de las condiciones de almacenamiento. El
factor mas importante asociado a la preservacion de
muestras es la temperatura de almacenamiento por lo
que deben ser mantenidas a baja temperatura.
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El metabolismo ir vitro corresponde a los procesos
metabdlicos celulares que contintian por un tiempo
posterior a la obtencion de la muestra, modificando
su composicién quimica yla morfologia celular. Para
reducir estos cambios se deben mantener las muestras
refrigeradas o congeladas y en las muestras de sangre
separar lo antes posible el plasma de los eritrocitos, o
el suero del codgulo. La adicién de inhibidores enzima-
ticos minimiza este efecto, por ejemplo, la glucdlisis in
vitro desdobla un 10 % de la glucosa por hora, por lo que
se emplea NaF (2 mg/mL) para inhibirla.

Coagulacion. Es el mecanismo fisiolégico por el
cual la sangre pasa del estado liquido al sélido en
un plazo de cinco a quince minutos desde su obten-
cion. Para la realizacion de exdmenes en los elemen-
tos celulares de la sangre como los hematoldgicos,
asi como para algunos bioquimicos se requiere in-
hibir la coagulacién, empledndose para dicho pro-
pdsito anticoagulantes.

Destruccion celular. Se produce inmediatamente
después de remover una parte de un tejido producto
de la degeneracion de las células, las que van per-
diendo sus caracteristicas y morfologia normal lle-
gando finalmente ala autolisis. Hematolégicamente
debe tenerse presente que a las dos horas comien-
za la desintegracion de los nticleos de los leucoci-
tos. Algunos aditivos como el formol retardan este
proceso.

Hemdlisis in vitro. Es la destruccion de eritroci-
tos de una muestra liberando su contenido al plas-
ma, modificando con ello la concentracion de los
componentes plasmaticos acorde al diferencial in-
tra-extra celular. Ademas, la hemoglobina liberada
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interfiere reacciones quimicas y altera las lectu-
ras en los analizadores. Entre los factores que pro-
ducen hemolisis estan: la congestion, aspiracion
vigorosa, agitacion violenta, contaminacién con
agua, cambio brusco de temperatura, calor excesi-
vo y congelacion.

Contaminacion de la muesira. Bacterias u otro
material extrafio como quimicos ambientales, de-
tergentes u otros usados en el lugar de muestreo o
en el laboratorio pueden originar resultados falsos
positivos o negativos o modificar la composicién o
estructura de la muestra.

Desecacion. Por pérdida de agua aumenta la con-
centracion de solutos de una muestra por lo que
debe asegurarse que se mantenga adecuadamente
cerrada para evitar la evaporacion.

Aditives. Empleados para preservar una muestra
pueden afectar alguna reaccién bioquimica entregan-
do resultados falsamente disminuidos o proporcio-
nando resultados falsamente elevados. Por ejemplo, el
uso de EDTA quela el Ca, disminuyendo su concentra-
cién al ser medido mediante técnicas colorimétricas.

1.2.4 Muestras de sangre

Tipos de muestras de sangre

De acuerdo a los exdmenes requeridos se puede obte-
ner muestras de sangre con anticoagulante, plasma o
suero (Figura 1.1).2

2 Esta Figura, y siguientes, se encuentra en el Anexo 16 Figuras en
color.
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La sangre con anticoagulante. Es empleado en el
estudio de los elementos figurados y para la obten-
cion del plasma. El volumen de la muestra debe ser
acorde con la cantidad de anticoagulante presente
en el tubo de recoleccién. Un exceso de sangre pro-
voca coagulacién y un volumen pequefio genera
crenacion de los eritrocitos y dilucion de la mues-
tra. Inmediatamente obtenida la muestra, el envase
debe ser tapado e invertir + 15 veces para una ade-
cuada homogenizacion, de lo contrario se produce
coagulacion total o parcial.

El plasma corresponde a la parte liquida de la san-
gre. Se diferencia del suero ya que contiene fibringeno.
Su uso es similar al suero, con la ventaja de obtenerse
mas rapido, con menos hemolisis y en mayor volumen,
se obtiene centrifugando (+1.200 g x 10 minutos) una
muestra de sangre con anticoagulante.

El suero es la parte liquida de la sangre expulsada
por el codagulo cuando se retrae. Se obtiene dejando
reposar una muestra de sangre sin anticoagulante
en un lugar temperado, idealmente 37 °c, al menos
una hora. Para obtener 1 mL de suero se requiere de
una muestra de + 3 mL de sangre sin anticoagulan-
te, dependiendo de la retraccién del codgulo. Una
retraccion nula o insuficiente se presenta con fras-
cos sucios, con espuma en la superficie o se man-
tienen a temperaturas muy bajas. Solo después de
separado el suero del coagulo debe almacenarse re-
frigerado o congelado.

Volumen
La cantidad de sangre a extraer en una oportuni-
dad sera la necesaria para los exdmenes a realizar.



En todas las especies es posible obtener sin ries-
go para el paciente un volumen de sangre equi-
valente a 0,8 % de su peso vivo o hasta 10 % de la
volemia. Para la mayoria de los exdmenes se em-
plean volimenes de 1-3 mL de sangre con anti-
coagulante, o bien, 3-10 mL de sangre para suero
o plasma, volimenes que se pueden reducir a un
50 %, e incluso a un 25 % en animales pequefios o
deshidratados.

Anticoagulantes

Los anticoagulantes son sales inorgdnicas u orga-
nicas que inhiben el proceso de la coagulacién. Los
mds utilizados son la heparina, el EDTA, el NaF y el
citrato de sodio.

Heparina sédica, potdsica o litica es un anticoagu-
lante natural que inhibe la transformacién de pro-
trombina en trombina y tromboplastina. Se usan 10
a15 UI por mL de sangre (0,75 mg/mL) cuando se de-
sea obtener plasma libre de otros aditivos como el
Na o K acorde con la heparina empleada.

EDTA corresponde a la sal di sddica o di potasica del
acido etilendiamino-tetracético, inhibe la coagulacion
quelando el Ca mediante sus dos radicales acidos for-
mando un quelato insoluble. Es el anticoagulante de
eleccion para hematologia, pues no interfiere en la
morfologia celular, usandose 1- 2 mg por mL de sangre.

Fluoruro de sodio, NaF, es una sal que se usa en
concentraciones de 2 - 3 mg por mL de sangre inhi-
biendo la coagulacion al quelar el Ca plasmatico. Se
emplea en muestras para glucemia o lactacidemia,
ya que inhibe la glucdlisis in vitro.

Citrato de sodio es una sal que inhibe la coagulacion
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al quelar el ca plasmatico, formando una sal insoluble.
Se emplea en solucion al 3,8 % en la proporcion de
1 mL por 9 mL de sangre en las transfusiones y en
muestras para estudios de la coagulacion.

Métodos de obtencién

Las técnicas de puncion venosa o arterial mediante el
empleo de tubos con vacio o puncion con aguja y je-
ringa, varian segun la especie, el volumen a obtener
y la pericia del operador. Para el éxito de la puncién
venosa es necesario emplear una aguja limpia, de
bisel afilado y de tamaiio adecuado (18 0 21 G) y se-
guir secuencialmente el procedimiento, basado en:

v Sujecion del animal mediante el uso de brete,
tijera, bozal u otro.

v Seleccion de la vena o arteria a puncionar.

v Limpieza y desinfeccién adecuada.

v Visualizacién del trayecto del vaso a puncio-
nar, provocando su dilatacién mediante presion di-
gital, uso de eldstico, otro.

v/ Puncion en sentido opuesto a la corriente
sanguinea.

El uso de tubos al vacio facilita la puncién hacién-
dola mas eficiente, rapida y limpia. El sistema esta
formado por un tubo con tapén de goma y con vacio
que recibe la muestra, una aguja de doble punta y
un soporte. Hay tubos de diferente tamario, 2 a 10
mL, sin aditivos (tapa roja) o con anticoagulante,
EDTA (tapa lila); heparina (tapa verde); NaF (tapa
gris) o citrato (tapa celeste) (Figura 1.2). Hay tubos
con gel separador en que, al ser centrifugados, las
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células sanguineas se depositan en el fondo del tubo
quedando cubiertas por el gel, y el plasma queda en
la capa superior sin el riesgo de que las células se
vuelvan a mezclar con este.

Vasos utilizados para puncion
Las venas y arterias utilizadas para realizar la pun-
cion varian en las diferentes especies animales.

Bovino. Puncién venosa se realiza en la yugular,
mamaria o coccigea (Figura 1.3A) segtin el volumen
de muestra a obtener, posicion y caracteristicas del
animal y de los medios de sujecion que se disponen.
La puncidn arterial se realiza en la arteria marginal
de la oreja o carétida.

Ovinos. La puncién yugular (Figura 1.3B) cons-
tituye el método mas adecuado. Se requiere de
un asistente que mantenga el animal en posicion
sentada y con la cabeza flectada. Se debe cuidar
de no provocar hemdlisis, ya que los eritrocitos de
ovino por su pequefio tamafio tienen tendencia a
la lisis. También se puede puncionar la vena ce-
falica. La sangre arterial se obtiene de la arteria
cardtida.

Equinos. Se emplea la puncion yugular (Figura
1.4) con el animal sujeto por un asistente mediante
una lazada al cuello. La visualizacién se hace por
presion digital. La sangre arterial se obtiene de la
arteria facial o cardtida.

Suinos. Corte del pabellén auricular o de la cola
para pequefos volimenes, o puncién de la vena
cava anterior para una cantidad mayor de sangre.

Caninos. Puncién de la vena cefalica (radial) entre el
codo y el carpo (Figura 1.5 A) o de la safena (tibial), en
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la cara lateral del tercio inferior de la tibia. También
se puede puncionar la yugular. Para sangre arterial
se utiliza la femoral o la carétida.

Felinos. Puncion de la vena yugular (Figura 1.5 B).

Camélidos. Puncién de la vena yugular a la altura
de la sexta vértebra cervical.

Peces. Para obtener una muestra de sangre los
peces deben ser inmovilizados a través del uso de un
anestésico, si se desea dejarlos vivos, o por aturdimien-
to si son sacrificados. El pez debe ser manipulado sua-
vemente para evitar estrés y colocado en un recipiente
con la solucion anestésica durante 2 a 3 minutos, cuan-
do el pez pierde el equilibrio y presenta escaso movi-
miento opercular. El aturdimiento se efectiia aplican-
do un golpe con algiin objeto contundente en la unién
del craneo con la espina dorsal, provocando dafio en el
sistema nervioso central con inmediata paralisis. Por
su rapida coagulacion y tendencia al hemdlisis es im-
portante el uso de una solucién anticoagulante en el
tubo donde se depositara la muestra e incluso se pue-
de usar la aguja heparinizada. El anticoagulante de
eleccion es la heparina ya que mantiene la muestra por
mas tiempo sin producir coagulacion.

Los lugares de puncion pueden ser la puncion de
la vena caudal: esta es la mas utilizada, la aguja se
introduce de forma perpendicular al pez, 1 a 2 cm
posterior a la aleta anal en sentido ventro dorsal y
caudo craneal hasta tocar la columna vertebral, ha-
ciendo un suave vacio con el émbolo de la jeringa
encontrando la vena paralela al arco hemal de las
vértebras (Figura 1.6). Puncion cardiaca: vulvis ar-
terioso del corazon, punta de la muesca entre las
branquias y el timo. Puncién aorta dorsal: se abre la



boca y se punciona en el arco de la segunda branquia.
En peces pequeiios la muestra puede ser obtenida
de la vena caudal cortando el pedinculo caudal en
forma de bisel, y recogiendo la muestra en capilares
heparinizados (tubos de hematocrito) evitando al
maximo la contaminacion.

Aves. Puncion de la vena ulnar superficial, meta-
tarsal superficial media o la yugular derecha.

La obtencion de fluidos y muestras para citodiag-
nostico son tratados en los capitulos 6 y 7 de este libro.

1.3 Analisis

1.3.1 Tipo de andlisis

Los analisis clinicos pueden ser agrupados o clasifica-
dos en dos categorias seguin la informacién que se lo-
gra obtener de ellos:

Analisis que evalian la condicion fisiolégica del
paciente
Establecen cambios cualitativos o cuantitativos en
constituyentes celulares, quimicos y moleculares
de tejidos o fluidos con respecto a patrones de refe-
rencia. Permiten evaluar la condicion de salud y en
caso de presentar una alteracion, definir su tipo, su
magnitud, asi como los érganos afectados.
Hematologicos: establecen cambios en el niimero,
morfologia, o propiedades de las células de la sangre,
por ejemplo, recuento de leucocitos, hemoglobinemia,
hematocrito (ver capitulo 2).
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Bioquimicos clinicos: determinan en muestras
de tejidos o fluidos la presencia, concentracion
o actividad de constituyentes bioquimicos, como
sustratos (urea, glucosa), enzimas (ALT, AST), elec-
trolitos (Ca, Pi) u hormonas (cortisol). Las técnicas
requieren de muestras liquidas por lo que para la
sangre se emplea el suero o el plasma, siendo estas
las mds utilizadas en Bioquimica Clinica (ver capi-
tulos 3, 4y 5).

Andlisis de fluidos: establecen las caracteristi-
cas fisicas, quimicas y microscopicas de secrecio-
nes como leche u orina o de fluidos organicos como
el fluido cerebro espinal (FCE), o diferenciar si una
muestra de fluido abdominal o toracico correspon-
de a un trasudado o exudado (ver capitulo 6).

Citodiagndstico: determina las caracteristicas y
distribucion (%) de las células en muestras de te-
jidos obtenidas mediante puncién con aguja fina,
raspados o lavados de mucosas. Por ejemplo, diag-
ndstico de tumores mediante puncion de un nédu-
lo linfético, establecer el periodo del ciclo estral en
una perra mediante evaluacion de raspado vaginal,
diagnéstico de afeccion respiratoria mediante lava-
do bronco alveolar (ver capitulo 7).

Andlisis moleculares: basadas en la extraccion e
identificacion de ADN en animales de compaiiia y de
granja con el propdsito de identificar patégenos, de-
tectar trastornos hereditarios, andlisis de filiacién
genética, asi como en el estudio de marcadores
moleculares asociados a caracteristicas genéticas pro-
ductivas y epidemiolégicas (deteccion de infecciones
o propension a sufrirlas, localizacion de resistencia a
enfermedades) (ver capitulo 8).
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Los tres primeros tipos de andlisis corresponden
a las dreas clasicas de la Patologia Clinica, donde a
fines del siglo pasado irrumpié con fuerza el drea
del citodiagndstico y a inicios de este siglo se ha in-
corporado las técnicas moleculares asociado al de-
sarrollo cientifico y tecnoldgico de esta nueva drea.
Por ello consideramos que estos cinco tipos de ana-
lisis actualmente corresponden a las dreas de la Pa-
tologia Clinica, por lo que se presentan con mayor
detalle en los capitulos 2 a 8 de este texto.

Examenes que determinan la presencia de un
agente patégeno en el animal
Estan destinados a establecer un diagndstico etio-
légico frente a la sospecha de una enfermedad in-
fecciosa, parasitaria o toxica. Si bien estos analisis
son parte fundamental en el trabajo de un labora-
torio de analisis clinico, no se presentan en este li-
bro ya que se encuentran ampliamente descritos en
los textos de cada disciplina, con la excepcion de los
analisis moleculares que se presentan en el capitulo 8.
Parasitoldgicos: detectan la presencia o cantidad
de parasitos en muestras de deposiciones, copropa-
rasitario (ej. McMaster, sedimentacién-flotacion);
examen microscopico de raspado de piel y pelos
para diagndstico de dermatomicosis o sarna o el
examen del frotis de sangre para hemoparasitos.
Microbioldgicos: identifican la presencia de virus,
bacterias u hongos o su sensibilidad frente a agen-
tes quimioterapéuticos en una muestra de tejido o
fluido, por ejemplo, cultivo, antibiograma.
Toxicoldgicos: detectan la presencia o concentra-
cion de sustancias téxicas en una muestra de un
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animal o de alimento. Por ejemplo, Pb en rifién, mi-
cotoxinas en alimento.

Inmunoldgicos: detectan la presencia o cantidad
de anticuerpos producidos como respuesta frente a
una infeccién, denominados comiinmente serolégi-
cos por utilizar suero como muestra. Por ejemplo,
Rosa de Bengala para brucelosis; ELISA para el virus
de la leucemia felina (FLV).

1.3.2 Control de calidad de andlisis clinicos

Uno de los aspectos importantes a considerar en los
analisis clinicos se refiere a la validacién analitica de
las técnicas utilizadas en el laboratorio de andlisis cli-
nico mediante un programa de control de calidad que
asegure la confiabilidad de los resultados informados.
Para dicho propdsito se requiere de mantener un sis-
tema de control que contemple todos los pasos involu-
crados en el proceso, desde la muestra hasta la entrega
del informe, y junto a ello mantener en el tiempo los es-
tandares de calidad definidos en la validacién de una
prueba. Es asi que se entiende por Control de calidad a
«las acciones destinadas para probar que un proceso,
sistema, equipo 0 método trabaja de la manera espera-
daylogralos resultados propuestos».

Las técnicas analiticas permiten determinar los
valores de un analito en una muestra mediante proce-
sos y equipos adecuados y que hayan sido previamente
validados. L.a norma IS0 15.189 en su punto 5.5 «Pro-
cedimientos analiticos» especifica que los métodos
empleados por el laboratorio deben estar validados
y que toda la informacion referida a su performance



(exactitud, precision, linealidad y sensibilidad) debe
estar registrada.

Uno de los problemas mas importantes a en-
frentar por un laboratorio de analisis clinico hace
referencia a que los resultados informados deben
ser concordantes con la realidad clinica y que sus
técnicas deben ser tan precisas y exactas como lo
recomendado. Al respecto, se debe tener en conside-
racion que la pérdida de una de estas caracteristicas
conduce a una baja sensibilidad del método y una
falta de concordancia entre los resultados reporta-
dos por diferentes laboratorios.

1.3.3 Errores de laboratorio

Un programa de control de calidad debe contem-
plar todos los pasos involucrados en el proceso de
obtencion de un resultado para un analisis clinico,
vale decir preanaliticos (muestra y solicitud), anali-
ticos (equipos, reactivos y proceso) y posanaliticos
(informes).

Errores preanaliticos
Corresponden a los errores que se presentan en la
muestra o en la solicitud de examen. Para evitarlos
resulta conveniente un control en la calidad de la
muestra. Un resultado sera aceptable solo en la me-
dida que la muestra sea representativa.

Sus errores devienen de problemas relacionados
con la obtencion y manejo, por lo que habra de tener
en cuenta los siguientes aspectos:
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v Paciente adecuadamente preparado: reposo,
ayuno, minimamente estresado.

v/ Técnica de obtencién bien ejecutada:
canulaciéon adecuada sin producir hemdlisis o
contaminacion.

v Material adecuado: envase para la muestra
acorde con el andlisis (tubo sin aditivo o con EDTA o
heparina, etc., acorde al analisis solicitado).

v Volumen de muestra acorde al requerimiento
de la técnica analitica.

v Identificacion del envase.

v Informacién correcta en la solicitud.

v Tiempo transcurrido desde la obtencién y for-
ma de preservacion (t°).

Errores analiticos o metroldgicos

El error metroldgico corresponde a la suma de los
errores e imprecisiones que se producen durante el
proceso del analisis clinico de una muestra, donde
su magnitud estd dada por la suma de errores pro-
ducidos durante todo el proceso de medicion. Re-
presentan el error producido en la determinacién
del analito en el laboratorio. Por ello se debe tener
en consideracion que el método empleado debe es-
tar validado para la especie de la cual procede la
muestra. Por ejemplo, un contador hematolégico
desarrollado para humanos debe validarse para ser
empleado con muestras de otras especies, como
caninos, felinos o equinos y de ser pertinente ser
calibrados acorde a las necesidades, por ejemplo
para leucocitos de bovinos u ovinos, o bien no se
puede emplear para el recuento de eritrocitos nu-
cleados de aves o peces.
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Para mantener en un minimo aceptable el error
metrolégico se debe tener en consideracién:

v Calidad y mantencién de los equipos como
pipetas (reguladas y calibradas), vidrios, plasticos
(limpieza).

v Mantencién y calibracién de los instrumentos.

v Reactivos de calidad y adecuadamente preser-
vados (t°, luz) y dentro de su fecha de uso.

v Preparacién técnica del personal.

v/ Empleo permanente de un sistema de control
de calidad analitica (precision, exactitud).

Errores posanaliticos
Corresponden a los errores producidos en el proceso
de transcripcion durante la elaboracion del informe
con los resultados. Se debe tener especial cuidado
con:

v/ Diferencias en los niimeros o en la posicion de
decimales.

v Error en las unidades en que se expresan los
resultados.

v Error en la especie informada. Por ejemplo, en-
tregar un resultado de un gato con intervalo de refe-
rencia (IR) de caninos.

1.3.4 Validacion de técnicas analiticas

Estan referidas a las acciones destinadas a establecer
que un determinado proceso, sistema, equipamiento
o método funciona de la manera esperada y logra los
resultados propuestos. Su objetivo final es estimar la
magnitud del error metrolégico y con ello establecer
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como afectara la interpretacion de un resultado y con-
secuentemente la decision médica sobre un paciente.

La validaciéon de un método analitico requiere
tres pasos secuenciales:

1. Definicion previa de las especificaciones o re-
querimientos de calidad

2. Disefio de un ensayo para obtener los datos
necesarios

3. Analisis estadistico de los datos obtenidos

La variabilidad durante el proceso de medida origi-
na errores aleatorios y sistematicos en la medicion,
los que causan las diferencias entre el valor verda-
dero y el obtenido con un método. Es asi que para
el control de calidad de los andlisis se emplean dife-
rentes parametros siendo los mas utilizados los de
precision y exactitud.

Precision: corresponde a la concordancia de resul-
tados al repetir con el mismo método un analisis en
la misma muestra, vale decir corresponde a la «re-
petitividad». La falta de precision de un método es
causada por errores aleatorios. Se evaliia realizando
determinaciones consecutivas en la misma muestra
y con sus resultados se determina el coeficiente de
variacion (cv), el cual en general debe ser < a 5 %.
(Figura 1.7).

Ccv=(DE/ x )x100
Donde DE= desvio esténdary ~ = media.

Exactitud: corresponde al grado de concordancia



entre el valor obtenido de una muestra con el valor
verdadero. Se determina empleando como muestra
un suero patréon de concentracién conocida y la in-
exactitud se expresa en porcentaje, correspondien-
do al error sistematico (Figura 1.7).

lojelc,

E: preciso 'y exacto; b= preciso e inexacto

= impreciso y exacto; d= impreciso e inexacto

Figura 1.7. Precisién y exactitud en los resultados de una
muestra.

Los sueros controles corresponden a sueros comer-
ciales o preparados del laboratorio con valores co-
nocidos ( > y DE) para los analitos que se determi-
nan. Se emplean en cada oportunidad que se calibra
el equipo y con sus resultados se controla la exac-
titud. Para ello se utiliza el grafico de Levi-Jenning
(Figura 1.8), considerando como aceptable una im-
precision dentro de > + 2 DE del valor reportado.
Por ejemplo, al usar un suero control que reporta un
valor de urea = 9,0 + 0,54 mmol/L se espera que el
resultado esté entre 7,92 y 10,08 mmol/L, indicando
que el proceso analitico es aceptable. Por el contra-
rio, un resultado bajo o sobre dichos valores (el dia
11 en la Figura 1.8) indica la necesidad de repetir el
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analisis previa re-calibracién del equipo que pue-
de incluir cambios en los reactivos o condiciones
analiticas.
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Figura 1.8. Gréfico de Levi Jenning para un suero control de
urea = 9,0 + 0,54 mmol/L.

El uso sistematico de un suero control al inicio de la
rutina diaria del laboratorio, ademas de controlar la
exactitud de la técnica, permite al cabo de un tiem-
po calcular la precision entre ensayos.
Confiabilidad: es la cualidad que posee un método
para mantener su precision y exactitud en el trans-
curso de un tiempo determinado.

Limite de deteccion: es la cantidad minima que un
método puede distinguir de o.

LD = 0 + 3 DE del blanco del método
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