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	1.
	OBJETO


Este PNT tiene por objeto establecer los diferentes métodos de eutanasia utilizados en nuestro animalario, siguiendo la legislación española vigente, que establece que los animales utilizados en la experimentación deben de sacrificarse utilizando métodos humanitarios. 

	2.
	ALCANCE


Este Procedimiento Normalizado de Trabajo es aplicable a  todo el personal trebaja con animales de experimentación.

	3.
	DEFINICIONES


Consciencia: es el estado de conocimiento de un animal normal, en el cuál puede recibir estímulos del ambiente externo y puede responder con la conducta normal de un individuo despierto.

Dolor: “experiencia sensorial aversiva que produce acciones motoras y protectoras, dando como resultado el aprendizaje para evitarlo y que puede modificar rasgos específicos de especie, incluyendo la conducta social” (Zimmermann 1986).

Métodos humanitarios: “El sacrificio de un animal con el menor sufrimiento físico y psíquico, de acuerdo con su especie”.

Eutanasia: es el método que consiga una muerte rápida e inconsciente, que requiera una mínima inmovilización, evite la excitación y sea apropiado para la edad, especie y salud del animal. Debe minimizar el miedo, el estrés, ser fiable, reproducible, irreversible, sencillo de administrar y seguro para el operador. En la medida de lo posible debe ser estéticamente aceptable para el operador. 

Bibiografía:

Recommendations for eutanasia of experimental animals. Laboratory Animals (1996) 30, 293-316

Report of the AVMA Panel on Euthanasia JAVMA, Vol 218, No. 5, March 1, 2001

	4.
	PROCEDIMIENTO


4.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Cualquier método de eutanasia que se emplee debe de minimizar el estrés del animal evitando el miedo, ansiedad y la aprehensión. Un manejo adecuado y cuidadoso, preferiblemente en un ambiente conocido y seguro, tienen un efecto calmante en los animales que se van a eutanasiar. 

La sedación y/o anestesia previa, mejorará las condiciones de la eutanasia, aunque habrá que tenerlo en cuenta a la hora del método de eutanasia por los cambios que produce en la circulación y distribución de los agentes.

En la medida de lo posible, los animales no deben estar presentes durante la eutanasia de otros, y es también conocido que el último animal extraído de un grupo puede alterarse y por ello los dos últimos animales tendrían que extraerse juntos.

Los animales se sacrificarán por varios motivos:

· al final de un experimento o cuando pudieran proseguir con efectos adversos;

· para obtener sangre u otros tejidos con un fin científico;

· cuando los niveles de dolor, angustia y sufrimiento sobrepasen el nivel previsto;

· cuando el campo de estudio sea la salud o el bienestar de los animales;

· cuando ya no sean aptos para la cría;

· animales no utilizados, o aquellos que, por sus características, no sean adecuados, por ejemplo el tipo de animal o el sexo y que por ello no son necesarios.

El personal que participe en una eutanasia debe: 

· tener un conocimiento de la técnica y 

· debe saber reconocer los signos de la muerte: cese del latido cardiaco y la respiración, ausencia de reflejos y en los animales de laboratorio pequeños, la bajada de la temperatura corporal por debajo de 25°C.

Los agentes utilizados en la eutanasia de animales causan la muerte por tres métodos básicos:

· mediante hipoxia, directa o indirecta

· depresión directa de neuronas necesarias para las funciones vitales

· interrupción física de la actividad cerebral y destrucción de las neuronas necesarias para las funciones vitales

Los agentes que inducen la muerte mediante hipoxia pueden actuar a diferentes niveles y pueden causar la pérdida de consciencia en diferentes grados. Esta pérdida debe siempre preceder a la pérdida de actividad motora.  Algunos animales pueden tener actividad motora tras la pérdida de consciencia como reflejos no percibidos por el animal. 

4.2.- EUTANASIA EN ROEDORES

Existen varios métodos aceptables en nuestro animalario:

4.2.1.-Agentes inhalatorios

Dióxido de carbono  

Se recomienda utilizar un mínimo del 70% de CO2 en oxígeno o aire para la pérdida rápida de consciencia sin hipoxia. Esto produce una anestesia rápida, seguida de la muerte, con menor irritación de las vías aéreas. Sólo se debe utilizar CO2 comercial en botellas ya que es la única forma de controlar la cantidad de CO2  suministrada al animal. 

· Abrir la llave de la bala de CO2 para un llenado previo de la cámara durante al menos 1 minuto. El manómetro de presión de salida (el más alejado de la bala de CO2 marcará 1 bar y el manómetro de salida de la bala (el más cercano a la bala) marcará 2 bares. Si no existen estas presione existe una pérdida de CO2 o la bala está vacia. En este caso avisar al personal del animalario para reponer la bala o solucionar la avería.

· Una vez prellenado la cámara con una proporción superior al 70% de CO2/02, cerrar la llave, abrir la tapa de la cámara, introducir los animales en la cubeta propia donde estaban alojados o una cubeta limpia, cerrar la tapa de la cámara y abrir nuevamente la llave de la bala.

· Observar los síntomas de la muerte de los animales. Una vez creamos que está muertos dejar abierta la llave un minuto más para asegurarnos.

· Cerrar la llave, abrir la tapa y sacar los animales.

· Si la cámara hubiera quedado sucia limpiar la cámara con desinfectante de contacto y papel de secar.

 Isoflurano 
Actúa deprimiendo los sistemas cardiovascular y respiratorio. Inducen anestesia y a continuación la muerte. Debe utilizarse con aparato de recogida de gases.

4.2.2.-Agentes inyectables

Con los roedores grandes, en los que es posible la punción venosa sin excesivo estrés para el animal, se recomienda la inyección intravenosa ya que produce una anestesia rápida y la muerte. Si no se realiza fácilmente la punción venosa, es preferible la inyección intraperitoneal, aunque requiere más tiempo para actuar y puede producir irritación del peritoneo. Bajo ninguna circunstancia se debe inyectar por vía intrapulmonar o intracardiaca, a menos que el animal esté totalmente anestesiado.

Pentobarbital sódico

El pentobarbital sódico actúa rápida y humanitariamente en el sacrificio de todo tipo de roedores inyectado por vía intravenosa o intraperitoneal. Se debe entrenar a todo el personal en el método de inyección. El pentobarbital sódico produce irritación del peritoneo, lo que puede evitarse diluyéndolo. 

La forma comercial usada exclusivamente para eutanasia en nuestro animalario es Eutalender.

Cuando se suministran vía intraperitoneal los animales pasan lentamente por una fase inicial de anestesia ligera a anestesia profunda, con lo cual, seguiremos las recomendaciones iniciales de evitar el estres durante el paso por estas fases. 

El pentobarbital deprime el sistema nervioso central comenzando por el cortex cerebral, con pérdida de consciencia progresiva a anestesia ligera, anestesia profunda, depresión de los centros respiratorios, apnea y fallo cardiaco.

· Pesar el animal. 

· Cargar la jeringuilla con la cantidad de Eutalender necesario de acuerdo al peso del animal.

· Inocular intravenosos o en su defecto intraperitoneal

· Observar los síntomas de muerte de los animales.

4.2.3.-Métodos físicos

Dislocación cervical 

Es un método de sacrificio humanitario y usado habitualmente para la mayoría de los roedores pequeños (por debajo de 150 gramos (Marshall et al. 1994)) ya que causa grandes lesiones al tronco encefálico produciendo inconsciencia inmediata y muerte. Es más difícil con hámsters y cobayas debido a sus cuellos cortos, con músculos más fuertes y a los pliegues de la piel que cubre cuello y omóplatos. 

En ratones y ratas:

· Se sitúan pulgar e índice a cada lado del cuello junto a la base del cráneo o, de modo alternativo, se presiona una varilla junto a la base del cráneo

· En ese momento con la otra mano, se tira rápidamente de la base de la cola o de los miembros posteriores, produciendo la separación entre las vértebras cervicales y el cráneo. 

· Los roedores más grandes y las ratas de más edad deben ser sedados o aturdidos antes de la dislocación. 

Decapitación

La falta inmediata de riego sanguíneo al cerebro y la anoxia subsiguiente, se cree que dejan la cabeza rápidamente insensible (Derr 1991). En general no se recomienda la anestesia previa ya que implica más manipulación y provoca estrés al animal. Son preferibles otros métodos hasta que nuevas investigaciones puedan evidenciar la inconsciencia inmediata. 

Siempre se utilizarán aparatos especiales. Se debe tener cuidado para asegurar que el aparato se mantenga limpio y las cuchillas estén afiladas.

4.3.- EUTANASIA DE EMBRIONES Y NEONATOS ROEDORES

4.3.1.-Embriones

El momento en que se ha desarrollado el tubo neural, constituyendo un cerebro funcional (hacia el 60% de la gestación), debe tomarse como punto a partir del cual el feto puede percibir dolor, y por ello debe ser sacrificado humanitariamente. Hay una gran variación en el grado de desarrollo en el momento del nacimiento de los diversos roedores. Los ratones y las ratas son totalmente dependientes al nacer y tienen muy pocas capas de desarrollo neuronal en la corteza cerebral, mientras que los cobayos están totalmente desarrollados y ya son independientes en el momento del nacimiento. Si se extrae un feto de una madre anestesiada, estando también insensible, se puede sacrificar por decapitación. Sin embargo, cuando se vaya a extraer un feto, se debe administrar a la madre una cantidad de anestésico mayor y se debe mantener durante más tiempo para asegurar que el anestésico ha cruzado la placenta. En muchos casos los anestésicos inhalatorios no anestesian a los fetos. Los fetos por debajo de 4 gramos que no estén anestesiados antes de extraerlos de la madre, se pueden sacrificar por enfriamiento rápido en nitrógeno líquido.

4.3.2.-Neonatos

Son roedores recién nacidos de hasta 10 días de edad. Pueden reaccionar a los estímulos dolorosos más como embriones que como adultos. Se pueden sacrificar por decapitación o concusión. No se recomienda el dióxido de carbono ya que los neonatos son más resistentes, incrementándose el tiempo que tardan en quedar inconscientes. 

4.4.- EUTANASIA DE CONEJOS

4.4.1.-Agentes inyectables

Se realiza por inoculación intravenosa. Normalmente se utiliza la vena marginal de la oreja. Bajo ninguna circunstancia se debe inyectar por vía intrapulmonar o intracardiaca, a menos que el animal esté totalmente anestesiado.

Pentobarbital sódico

El pentobarbital sódico actúa rápida y humanitariamente. Se debe entrenar a todo el personal en el método de inyección. 

La forma comercial usada exclusivamente para eutanasia en nuestro animalario es Eutalender.

El pentobarbital deprime el sistema nervioso central comenzando por el cortex cerebral, con pérdida de consciencia progresiva a anestesia ligera, anestesia profunda, depresión de los centros respiratorios, apnea y fallo cardiaco.

· Pesar el animal. 

· Cargar la jeringuilla con la cantidad de Eutalender necesario de acuerdo al peso del animal.

· Inocular intravenoso lentamente. 

· Observar los síntomas de muerte de los animales.
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ANEXO I – CONTROL DE COPIAS

	Nº copia
	RESPONSABLE CONTROL DE COPIAS
	RECEPCIÓN DE COPIAS
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ANEXO II - COMPETENCIA
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