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Introduccion

Las enfermedades virales y bacterianas son enfermedades muy graves que presentan una
alta incidencia en caninos, especialmente en cachorros, estas presentan altas tasas de
mortalidad (Rojas 2021). Algunas de estas enfermedades mas comunes son: Distemper,
Parvovirosis y Traqueobronquitis infecciosa canina causada por Bordetella bronchiseptica
(Aguilar, 2019; Bunay 2019; Gonzales, 2021). Una forma importante para la prevencion y
control de enfermedades infectocontagiosas en hospitales veterinarios debe ser el
diagnostico temprano, para evitar transmisiones nosocomiales (Rovira, 2020). A su vez la
deteccion de estos agentes puede ayudar a evitar infecciones que puedan alcanzar
proporciones epizodticas en entornos con una alta densidad poblacional (Gonzalez, 2021).
Un diagnéstico apropiado para una enfermedad infecciosa debe tomar en cuenta tanto el
agente y la enfermedad producida como las diferentes pruebas diagnésticas al alcance para
su deteccion (Cortadellas, 2021). Actualmente una de las técnicas mas comunes son las
pruebas serologicas que se consideran las pruebas diagnosticas de referencia para dichas
enfermedades (Martinez, 2018). Estas pruebas consisten en la deteccion de anticuerpos
especificos contra agentes infecciosos y puede indicar la presencia de los microorganismos y
de infecciones previas especificas (Cortadellas, 2021). Sin embargo los examenes
seroldgicos debido a su naturaleza pueden presentar serias desventajas, influenciadas por
diversas variables y con esto complicar el diagnéstico (Martinez, 2018). Una de las causas
mas importantes de error en la recoleccién y procesamiento de la muestra es de origen
humano, la mayoria de estos fallos pueden ser evitados de manera facil ofreciendo
capacitacion al personal mediante recursos como manuales que instruyan y actualicen sobre
la forma de realizar correctamente los procedimientos (San Miguel, 2017), lo cual requieren
una planificacion cuidadosa con un plan de muestreo y procesamiento basado en el
conocimiento de las técnicas de laboratorio (Cork, 2019). Los manuales de procedimientos
se constituyen como una herramienta que permite oriental al personal, sobre los correctos
procedimientos que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados (Cura, 2017). En
consecuencia, este proyecto tiene como objetivo principal, presentar un manual de
procedimientos de laboratorio para el diagndstico serolégico de tres enfermedades
recurrentes en la clinica veterinaria, Distemper, Parvovirosis y Traqueobronquitis infecciosa
canina causada por Bordetella bronchiseptica. Que permita servir como una herramienta
para la instruccién, control de calidad y como medida de bioseguridad. La implementacion de
este manual podra minimizar los riesgos asociados a malas técnicas de procesamiento de
muestras, favorecera la uniformidad de las mismas técnicas y lograr la presentacion de
niveles adecuados de calidad en los resultados.
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Planteamiento del problema vy justificacion

El desarrollo de las habilidades necesarias para el diagndstico patoldgico clinico, asi como el
cumplimiento de las normas de bioseguridad y calidad, requieren de técnicas estandarizadas,
para lo cual es necesario que exista un manual de procedimientos. Los manuales, no solo
ofrecen soporte al personal para el aprendizaje y desarrollo de habilidades, sino que pueden
ayudar a optimizar los recursos utilizados, mejorando también las técnicas que involucran al
personal. Es fundamental que todos los procedimientos realizados en el area del laboratorio
clinico sean realizados con base en un manual, cuyo fundamento no solo sea la recopilacion
de informacion, si no que brinde un enfoque global sobre los procedimientos y normas que
los rigen. Al mismo tiempo estos manuales tienen que ser actualizados constantemente
debido a los hallazgos y avances tecnoldgicos involucrados en cada una de las técnicas. Es
por ello que todos los laboratorios clinicos deben contar con manuales que describan los
procedimientos actualizados que aseguren la uniformidad en el proceso de analisis, evitando
interferir en los resultados y con esto garantizando la confiabilidad de los resultados.

Por las razones anteriormente mencionadas y en la busqueda de la excelencia y calidad de
los diagndstico patoldgico clinico, surge la necesidad de implementar y actualizar el manual
de practicas del laboratorio de analisis clinicos para el diagndstico serologico de las
enfermedades de Parvovirosis, Distemper y Traqueobronquitis infecciosa canina causada por
Bordetella bronchiseptica, en Policlinica veterinaria Tuyehualco.
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Objetivos del manual

Objetivo general

Establecer las politicas y procedimientos para el diagnostico seroldgico de las enfermedades
de Parvovirosis, Distemper y Traqueobronquitis infecciosa canina causada por Bordetella
bronchiseptica en un manual de procedimientos, con la finalidad de ofrecer una guia en el
ejercicio de las funciones del personal que integra el departamento de analisis clinicos de la
policlinica veterinaria.

Objetivos especificos
Elaborar un marco de referencia de la normativa para la competencia y la calidad que son
propios de los laboratorios clinicos

Identificar las técnicas utilizadas en la policlinica veterinaria para el diagnédstico de las
enfermedades de Parvovirosis, Distemper y Traqueobronquitis infecciosa canina causada por
Bordetella bronchiseptica.

Definir las partes del procedimiento en cada una de las técnicas en sus fases preanalitica,
analitica y postanalitica, tomando en cuenta el manejo de pacientes infectocontagiosos.

Ordenar los procedimientos técnicos de laboratorio de cada una de las pruebas diagndsticas
de manera secuencial.
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Marco juridico

El funcionamiento del laboratorio de analisis clinicos veterinarios de la policlinica veterinaria
las Animas, perteneciente a la Universidad Auténoma Metropolitana, Ubicado en la localidad
de Tulyehualco, delegacién Xochimilco en la Ciudad de México, se encuentra sustentado en
el siguiente marco juridico:

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos.
D.O.F. 05-11-1917, ultima reforma publicada en el D.O.F. 28-V-2021, y las leyes que emanen
de ella y todos los tratados que estén de acuerdo con la misma.

Leyes

Ley Federal de Procedimiento Administrativo

Ley Federal de Sanidad Animal

Ley de Ciencia y Tecnologia. D.O.F. 05-VI-2002, ultima reforma publicada D.O.F. 06-XI-2020
Ley de Infraestructura de la Calidad. D.O.F. 01-VII-2020.

Ley General de Archivos. D.O.F. 15-VI-2018

Ley General de Educacion. D.O.F. 30-1X-2019

Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados. D.O.F.
26-1-2017

Ley General de Salud. D.O.F. 07-11-1984, ultima reforma publicada D.O.F. 01-VI-2021

Ley General de Educacion Superior. D.O.F. 20-1V-2021

Reglamentos

Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios. D.O.F. 09-VIII-1999, ultima
reforma publicada D.O.F. 12-11-2016.

Reglamento de Insumos para la Salud. D.O.F. 04-11-1998, ultima reforma publicada D.O.F.
31-V-2021.

Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal. D.O.F. 21-V-2012.

Reglamento de la Ley Federal Sobre Metrologia y Normalizacién. D.O.F. 14-1-1999, ultima
reforma publicada D.O.F. 28-XI-2012.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Prestacion de Servicios de Atencién
Médica. D.O.F 14-V-1986, ultima reforma publicada D.O.F. 17-VI1I-2018.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Proteccion Social en Salud. D.O.F.
05-1V-2004, ultima reforma publicada D.O.F. 17-XI11-2014.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Sanidad Internacional. D.O.F.
18-11-1985, ultima reforma F. de E. 10-VII-1985.



Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente en
Materia de Evaluacién del Impacto Ambiental. D.O.F. 30-V-2000, ultima reforma publicada
D.O.F. 31-X-2014.

Reglamento de Procedimientos para la Atencion de Quejas Médicas y Gestion Pericial de la
Comisién Nacional de Arbitraje Médico. D.O.F. 21-1-2003, ultima reforma publicada D.O.F.
08-VIII-2018.

Reglamento Interior de la Secretaria de Salud. D.O.F. 19-1-2004, ultima reforma D.O.F.
07-11-2018.

Reglamento de Seguridad, Higiene y Medio Ambiente en el Trabajo del Sector Publico
Federal. D.O.F. 29-X1-2006.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud. D.O.F.
06-1-1987, ultima reforma D.O.F. 02-1V-2014.

Decretos

Decreto por el que se crea la Comision Nacional de Bioética como un o6rgano
desconcentrado de la Secretaria de Salud. D.O.F. 07-1X-2005.

DECRETO por el que se reforman diversas disposiciones del diverso por el que se crea el
organo desconcentrado denominado Comisidon Nacional de Bioética, publicado el 7 de
septiembre de 2005. D.O.F. 16-11-2017.

Acuerdos

Acuerdo por el que se clasifican productos farmacéuticos veterinarios por el nivel de riesgo
de sus ingredientes activos.

Normas Oficiales Mexicanas

Normas canceladas que regulan los criterios de operaciéon, las caracteristicas y
especificaciones para el funcionamiento de laboratorios, equipos y analisis en materia
zoosanitaria:

NOM-003-Z00-1994

Criterios para la operacion de laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria,
publicada el 28 de abril de 1994.

NOM-029-Z00-1995

Caracteristicas y especificaciones para las instalaciones y equipo de laboratorio de pruebas
y/o analisis en materia zoosanitaria, publicada el 14 de febrero de 1996.



Normas vigentes que regulan aspectos del funcionamiento de laboratorios de analisis
clinicos:

NOM-056-Z00-1995

Especificaciones técnicas para las pruebas diagnésticas que realicen los laboratorios de
pruebas aprobados en materia zoosanitaria.

NOM-CC-1-1992

Sistema de Calidad. Vocabulario.

NOM-CC-13-1992

Criterios Generales para la Operacién de los Laboratorios de Pruebas.

NOM-CC-14-1992

Criterios Generales para la Evaluacion de Laboratorios de Pruebas.

NOM-CC-15-1992

Criterios Generales Referentes a los Organismos de Acreditamiento de Laboratorios.
NOM-Z-109-1992

Términos Generales y sus Definiciones Referentes a la Normalizaciéon y Actividades
Conexas.

NOM-CRP-001-ECOL/1993

Que establece las caracteristicas de los residuos peligrosos, el listado de los mismos y los
limites que hacen a wun residuo peligroso por su toxicidad al ambiente.
NOM-CCA-031-ECOL/1993

Que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales provenientes de la industria, actividades agroindustriales, de servicios y el
tratamiento de aguas residuales a los sistemas de drenaje y alcantarillado urbano o
municipal.

NOM-001-STPS-1993

Relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los edificios, locales, instalaciones y
areas de los centros de trabajo.

NOM-005-STPS-1993

Relativa a las condiciones de seguridad en los centros de trabajo, para el almacenamiento,
transporte y manejo de substancias inflamables y combustibles.

NOM-018-STPS-1993

Relativa a los requerimientos y caracteristicas de los servicios de regaderas, vestidores y
casilleros en los centros de trabajo.

NOM-025-STPS-1993

Relativa a los niveles y condiciones de iluminacion que deben tener los centros de trabajo.
NOM-028-STPS-1994

Seguridad del cédigo de colores para liquidos y gases.



NOM-003-Z00-1994

Criterios para la operacion de laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria.
NOM-012-Z00-1993

Especificaciones para la regulacion de productos quimicos, farmacéuticos, biolégicos vy
alimenticios para uso en animales o consumo por éstos.

NOM-008-SCFI-1993

Norma Oficial Mexicana Sistema General de Unidades de Medida.

NOM-040-SSA2-2004: En Materia de Informacion en Salud.

NOM-012-STPS-1999, Condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo donde
se produzcan, usen, manejen, almacenen o transporten fuentes de radiaciones ionizantes.
PROY-NOM-064-SCT3-2021, Que establece las especificaciones del Sistema de Gestion de
Seguridad Operacional (SMS: Safety Management System).

NOM-087-ECOL-1995, Que establece los requisitos para la separacion, envasado,
almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan en establecimientos que presten atencidn
médica.
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Marco teérico

Los establecimientos que estan dedicados al diagnéstico patoldgico clinico, tienen que
cumplir con unos criterios de calidad en sus procesos para poder brindar servicios con
niveles de riesgo sanitario bajo (Rumie, 2018). Es indispensable el disefio y uso de
manuales de procedimientos para cada una de las actividades realizadas en el laboratorio
clinico (Rumie, 2018), por definicion un manual es una recopilacion en formato de texto, cuya
funcién es reunir en forma detallada las instrucciones que deben seguirse para llevar a cabo
una determinada actividad de manera sencilla con el objetivo de que el lector pueda
entenderlo y desarrollar adecuadamente las labores correspondientes, evitando cometer
errores (Samayoa, 2017). Un manual, es una serie de actividades relacionadas entre si y
ordenada cronolégicamente, que muestran una forma definida en la que deben realizarse los
procesos (UNAM, 2014), a su vez, un proceso es el conjunto de actividades o pasos
necesarios, interrelacionadas entre si que, a partir de una o varias entradas de materiales o
informacion, dan a lugar a una o varias salidas también de materiales o informacién con valor
afiadido (Samayoa, 2017), es por ello que un manual de procedimientos es el documento
que contiene la descripcion de actividades que permite la organizacion integral de una serie
de acciones encaminadas a agilizar el trabajo y mejorar la calidad del servicio (Samaoya,
2011), cuyas principales funciones son el establecimiento de un sistema de informacion o la
renovacion del mismo, el adiestramiento o capacitacién del personal, la unificacion y control
de los procesos y la reduccion de la alteracion arbitraria de los mismos, el conocimiento del
funcionamiento interno, el analisis y revision de los procedimientos, identificacion de fallos y
responsabilidades, incremento de la eficiencia y la reduccion de riesgos (Samayoa, 2017).
Las enfermedades infectocontagiosas en caninos son de las patologias con mayor incidencia
en hospitales veterinarios, refugios, perreras y en lugares donde exista una poblacion
elevada de perros (Rojas, 2021). Algunas de las patologias infecciosas mas comunes en
perros son causadas por agentes virales, bacterianos, parasitos o la combinacién de algunos
de estos (Zubiria, 2020). Estas patologias que estan inducidas por agentes infecciosos son
diagnosticadas de manera presuntiva a través de la obtencién de informacién recolectada de
la resefia, anamnesis y el examen fisico general de los pacientes, sin embargo el diagnéstico
definitivo debe ser obtenido de pruebas de laboratorio especificas, para seleccionar los
meétodos terapéuticos adecuados y asi maximizar la respuesta a estos ademas de
incrementar el control sobre estas enfermedades (Zuhiga, 2021). En los hospitales
veterinarios es de suma importancia la implementacion de medidas que reduzcan los riesgos
de bioseguridad por pacientes con patologias infectocontagiosas, debido a la alta




probabilidad de contagio nosocomial, que podria tener repercusiones en la salud de otros
individuos asi como repercusiones legales para los establecimientos (Rojas, 2021).

Parvovirosis

La parvovirosis se trata de una enfermedad virica mortal que afecta principalmente a los
cachorros, especialmente a los que carecen de inmunidad materna, asi como a los perros
adultos no vacunados, con mas del 85 % de perros afectados menores de un afio y una tasa
de mortalidad que oscila entre el 16 y el 48 % (Duran, 2016; Fernandez, 2012). Es
ocasionada por los virus del género Parvovirus, de las cuales existen 3 cepas (PVC-2a,
PVC-2b y PVC-2c), varia de 18 a 26 nm de diametro. No tienen envoltura, tienen simetria
icosaédrica y ademas el genoma consiste en ADN monocatenario lineal sin envoltura de
lipoproteinas (Brusa, 2014; Quinn et al., 2008). Esta familia de virus es altamente resistente
al medio ambiente, ya que son resistentes a temperaturas de hasta 60°C y valores de pH de
3-9, asi como resistencia a sustancias como el cloroformo y el éter (Stanchi, 2010). Este
virus puede transmitirse a través de las heces y fluidos corporales de los perros, y es
altamente resistente al ambiente, por lo que la exposiciéon al ambiente también puede ser
fuente de infeccion (Aguilar, 2019). Su replicacion es limitada por su tamafno de 5000
nucledtidos lo que requiere una division celular completa o la presencia de adenovirus para
completar la replicacién (Stanchi, 2010).

Transmision y fisiopatologia

El virus es altamente contagioso principalmente por via fecal-oral (Coté. 2010). Ingresa al
huésped a través de la cavidad oral y se propaga al medio ambiente a través de los
excrementos, y su replicacidon requiere células con altas tasas de replicacion, como el epitelio
intestinal, el tejido linfoide y la médula 6sea. (Brusa, 2014). De esta manera se replica en las
células linfoides de la orofaringe, los ganglios linfaticos mesentéricos y el timo, y después de
3 a 5 dias se disemina por via hematogena a las células de las criptas del intestino delgado y
a las células epiteliales de la cavidad oral, la lengua y el eséfago (Ettinger y Feldman, 2007).
Esta multiplicacion del virus en el epitelio germinal de las criptas intestinales conduce a su
destruccion, pérdida de absorbencia y hemorragia, y como consecuencia la necrosis de las
células de las criptas afectadas provoca el colapso de las vellosidades y la pérdida de la
integridad del epitelio intestinal y la disminucién de la asimilacion debido a alteraciones de la
mucosa, que se manifiesta como diarrea sanguinolenta que conduce a la pérdida de iones,
proteinas y liquidos que conducen a la deshidratacion y posible shock hipovolémico (Garcia,
2007). La excrecion fecal comienza 4-5 dias después de la exposicion, continua durante
7-10 dias y finaliza el dia 14 después de la exposicidon (Coté, 2010). El deterioro de la barrera
epitelial intestinal debido a la destruccion de las células epiteliales de las criptas intestinales,
puede provocar la translocacion de bacterias y endotoxinas causando bacteriemia sistémica,
coagulacion intravascular diseminada y muerte, agotamiento de linfocitos y neutropenia,
hipoglucemia, hipopotasemia, deshidratacion y sepsis (Ettinger y Feldman, 2007; Cote,
2010). Los animales dados de alta tienen un bajo riesgo de transmisién a otros perros a
través de la defecacién (durante 3 semanas), pero un alto riesgo de transmisién a través de



la contaminacion fecal del pelaje o las heces y el vémito producido en el hogar antes de la
hospitalizacion.

Manifestaciones clinicas

Cuadro sobreagudo:

Presente en cachorros de 4 a 12 semanas de edad. Se caracteriza por disnea, quejidos,
vomitos inutiles y muerte en minutos u horas, también conocido como sindrome miocardico.
Los cachorros que sobreviven a esta condicidn desarrollan electrocardiogramas anormales,
congestion cardiaca y edema pulmonar (Duran, 2016).

Cuadro subagudo:
“La diarrea menor responde bien al tratamiento y el animal se mantiene sano como portador
de la enfermedad sin hipertermia” (Aguilar, 2019).

Cuadro agudo:

Se manifiesta como vomitos intensos y explosivos, anorexia, putrefaccion y diarrea, que
inicialmente es blanda o amarillenta y luego contiene cantidades variables de sangre. Esta
foto provocd una rapida deshidratacion que afectdé gravemente a los cachorros (Duran,
2016).

Formas de presentacion

Hay dos manifestaciones en cachorros: intestinal y cardiaca. Este ultimo ha ido
desapareciendo porque afecta a cachorros muy jovenes que ahora estan protegidos por
anticuerpos maternos porque la perra esta vacunada, o tiene enfermedad clinica o subclinica
(Feijod y Gémez, 2012).

Forma entérica

La infeccion intestinal puede presentarse discretamente hasta llegar a una enfermedad
aguda con anorexia, hipertermia, vomitos, diarrea, dolor abdominal intenso, deshidratacién y
shock hipovolémico. La temperatura corporal puede aumentar primero (entre 40-41°C), luego
normalizarse o llegar a la hipotermia. Los vomitos eran intensos, seguidos de diarrea,
inicialmente cetrina y luego sanguinolenta, o francamente sanguinolenta y maloliente. La
muerte generalmente ocurre dentro de los 2 dias posteriores al inicio de los sintomas por
shock hipovolémico o endotoxico (Aguilar, 2019).

Forma cardiaca

Al aparecer en cachorros jévenes, especialmente en el periodo neonatal temprano, la
infeccibn conduce a necrosis miocardica con insuficiencia cardiorrespiratoria aguda o
cicatrizacion miocardica e insuficiencia cardiaca progresiva (Kahn, 2007).

La enfermedad por parvovirus neonatal puede presentar un curso hiperagudo que termina en
muerte subita, con sintomas clinicos de vocalizaciones, arcadas, disnea y muerte subita. Un



raro proceso de miocarditis linfoplasmocitica multifocal con degeneracidn, necrosis e
inclusiones nucleares que ocurre antes de las 8 semanas de vida, probablemente debido a
una infeccion intrauterina o en recién nacidos de madres no inmunizadas. (Ruiz de Gopegui,
2016).

Distemper

Es una enfermedad infecciosa de origen viral que afecta a los canidos y se caracteriza por
fiebre, leucopenia, gripe respiratoria y gastrointestinal, con frecuentes complicaciones
neurolégicas (Figueroa, 1984). El moquillo canino es una enfermedad infecciosa altamente
contagiosa. En perros no vacunados, la infeccion por el virus del moquillo canino resulta en
una severa inmunosupresion y enfermedad multisistémica, culminando a menudo en la
transmision viral a través del sistema nervioso central (Ruiz de Gopegui, 2006). (Pinotti et al.,
2016) afirman que la enfermedad puede presentarse en dos etapas: en la primera etapa se
afectan los sistemas respiratorio, digestivo y cutaneo; en la segunda etapa neuroldgica hay
fuertes manifestaciones que provocan lesiones muy graves. El virus que causa el moquillo
canino pertenece al género Morbillivirus, orden Mononegavirales, Paramyxoviridae, y esta
relacionado con otros virus del sarampion como el virus de la peste bovina, la peste de los
pequenos rumiantes (Peste bovina) y el virus del sarampion humano (Gallegos, 2018). El
virus del moquillo canino esta compuesto por diferentes proteinas, en su superficie dos
proteinas son las encargadas de la respuesta inmune protectora, la hemaglutinina (h) es la
responsable de la unién del virus a los receptores celulares y la proteina de fusion (f) es la
responsable del virus entrada La célula huésped, también tiene proteinas internas, a saber, la
nucleocapside, la transcriptasa, la polimerasa y la matriz (Blanco, Doménech, Orden,
Dominguez, Mird, Cutuli y Simarro, 2013). El virus puede permanecer activo en un rango de
pH de 4,5 a 9, y que el clima frio ayuda al virus a sobrevivir, por o que se sabe que dura mas
de siete afios a -65 °C. El virus del moquillo canino es sensible a las altas temperaturas y
puede destruirse por encima de los 50 °C; también es muy sensible a diversos desinfectantes
como el amoniaco, el cloroformo o el formaldehido, que son los mas utilizados en
laboratorios o clinicas para destruirlo (Gallegos, 2018).

El virus del moquillo canino se transmite por aerosoles, fluidos corporales (p. €j., secreciones
nasales) de animales infectados, contacto con animales infectados o fomites (Briones, 1990).
La infeccion ocurre cuando el virus ingresa por las vias respiratorias y posteriormente se
multiplica en las amigdalas y ndédulos bronquiales, luego se une a células defensivas como
macrofagos y monocitos en diferentes 6rganos del cuerpo, provocando la respuesta de
defensa del organismo. El organismo afectado, mientras trata de eliminar el virus, en algunos
casos desarrolla un aumento de anticuerpos, lo que no produce sintomas, mientras que en
otros animales, los niveles de anticuerpos son mas bajos, o que indica sintomas graves
(Bran Koe et al., 2013). Al igual que otros virus envueltos, el CDV se inactiva rapidamente en
el medio ambiente, por lo que la infeccion generalmente requiere contacto directo. El inicio es
estacional, refiriendose la infeccidn en época fria, siendo mas adecuado que la temperatura
sea inferior a 4°C. La susceptibilidad de los cachorros es mas alta entre los 3 y los 6 meses
de edad, que coincide con el periodo en que la inmunidad pasiva declina para adquirir la



inmunidad vacunal. Se considera que los animales enfermos pueden comenzar a eliminar el
virus a partir de los 7 dias posteriores a la infeccion (periodo de latencia), y se estima que el
periodo maximo de excrecidon del virus es de 90 dias. La eliminacién comienza cuando la
replicacion viral alcanza las células epiteliales (Ruiz de Gopegui, 2016).

Signos

Sintomas diversos segun la virulencia de la infeccion, el entorno, la edad y el sistema
inmunitario, resultando en pérdida de peso, disminucion de la condicion fisica, elevacion de
la temperatura corporal seguida de un periodo de hipotermia, deposiciones acuosas,
regurgitacion, secrecion nasal y verdosa. Los ojos, infeccidn respiratoria que conduce a la tos
hasta que en la etapa final se afecta el sistema nervioso dando lugar a convulsiones vy
finalmente a la muerte de los animales afectados (Ferreyra, 2013).

Signos clinicos sistémicos

Gbémez y Feijod (2012) afirmaron: La enfermedad es el resultado de la interaccién de la
accién viral y la infeccion bacteriana oportunista. Asi, los sintomas clinicos dependen del
tropismo y virulencia de la cepa en cuestion, las condiciones ambientales, la edad y el estado
inmunoldgico del huésped. Inicialmente, hay signos inespecificos como apatia, anorexia,
hipertermia y compromiso del tracto respiratorio superior. Posteriormente se desarrolla un
exudado oculonasal seroso bilateral, que con el tiempo se vuelve mucopurulento,
acompanado de tos (reflejo tusigeno positivo), y en casos complicados, disnea.

Signos clinicos neuroldgicos

Gomez y Feijo6 (2012) confirmaron que los sintomas neurolégicos no se pueden predecir ni
evitar porque generalmente depende de la neutropenia de la cepa del virus y del nivel
inmunoldgico del animal. En este escenario, los sintomas agudos y severos se desarrollan en
pacientes jovenes, inmunosuprimidos o altamente parasitados. La rigidez cervical y la
hiperestesia pueden deberse a irritacion meningea, convulsiones, signos cerebelosos vy
vestibulares, paresia, tetraparesia, ataxia y mioclonias. Las principales manifestaciones
clinicas a nivel neurolégico observadas en animales afectados por moquillo son: dificultades
propioceptivas, paralisis parcial, problemas visuales, dificultad en la coordinacion motora,
depresion y convulsiones (Mufoz, Morgaz y Galan, 2015). Mufoz y colaboradores (2015)
declararon que los sintomas neuroldgicos pueden aparecer de 1 a 3 semanas después de la
resolucion de los sintomas sistémicos y pueden ocurrir semanas 0 meses después. El
mioclono generalizado o focal es un signo comun y es altamente indicativo de infeccion por
MCV.

Signos dérmicos

El virus que causa el moquillo canino afecta el sistema inmunoldgico haciendo que este se
deprima creando asi heridas en la epidermis, como pérdida de pelo en la zona afectada,
hiperqueratosis y descamacion de las almohadillas nasales, este sintoma es muy importante



porque es Las caracteristicas de la enfermedad nos pueden ayudar a realizar un mejor
diagnostico (Machicote, 2012).

Signos oculares

Las lesiones oculares mas graves provocadas por el moquillo son la neuritis optica y el
desprendimiento de retina; en algunos casos, ceguera y retinopatia caracterizada por
necrosis de densidad irregular gris o rosada y, en casos muy graves, ampollas sexuales o
desprendimiento completo de retina. También hay pacientes con ulceras corneales debido a
cambios en la inervacion de la glandula lagrimal, lo que resulta en una disminucion o
desaparicion repentina de la secrecion lagrimal. (Gémez y Feijoo, 2012).

Alteraciones Clinico-patoldgicas

Los cambios clinico-patolégicos mas comunes fueron: linfopenia y trombocitopenia.

Otros cambios se asocian con infecciones bacterianas secundarias (leucocitosis, neutrofilia)
e incluso sepsis. Ocasionalmente, se detectaron cuerpos de inclusién virales en el citoplasma
de los leucocitos circulantes. En perros con sintomas respiratorios se puede observar el
patrén radiografico intersticial tipico de la neumonia viral, en ocasiones complicada con
neumonia bacteriana (Agut et al., 2016).

Traqueobronquitis infecciosa canina (Bordetella bronchiseptica)

La traqueobronquitis infecciosa canina “tos de las perreras” es una enfermedad aguda
altamente contagiosa de las vias respiratorias, producida por uno o mas agentes infecciosos
(Ford, 2008), entre ellos el adenovirus canino 2 (CAV-2), el virus de la parainfluenza ( PIV),
Bordetella bronchiseptica y otros patéogenos también pueden estar involucrados como
patdgenos secundarios (Nelson y Couto, 2002).

Virus

Durante muchos anos, se ha informado que CPiV-2 es el virus mas comun aislado del tracto
respiratorio de perros con traqueobronquitis infecciosa, con una distribucion mundial distinta,
un virus de ARN monocatenario que pertenece a la familia de los paramixovirus, la infeccion
generalmente produce una tos limitada y de corta duracidon con minimos efectos sistémicos
(Ford, 2008), y a su vez, se detectd adenovirus tipo 2 (AVC-2) en perros con sindrome
respiratorio canino (CRC), especialmente aislado en cachorros con enfermedad respiratoria
canina (Damian, Morales, Salas, & Trigo, 2005), pertenece al género Mammaryvirus de la
familia Adenoviridae (Chvala et al., 2007). Por otro lado, los brotes del virus del moquillo
canino, generalmente caracterizados por sintomas respiratorios mas severos acompafnados
de sintomas gastrointestinales y neuroldgicos, ocurrieron con mayor frecuencia y ocurrieron
en areas vacunadas con menor frecuencia (Beineke, Puff, Seehusen y Baumgartner, 2009).
actua en sinergia con CPiV-2 y B. bronchiseptica, no se considera que sea el principal agente
causante de la traqueobronquitis infecciosa canina (TIC) (Ford, 2008). Otros virus, como el
herpesvirus canino y el reovirus-1, -2 y -3, se han aislado ocasionalmente de perros que



tosen. Sin embargo, ninguno de estos virus se considera una causa importante del sindrome
clinico de traqueobronquitis infecciosa (Ford, 2008).

Bacterias

Bordetella bronchiseptica es una bacteria cocoide aerdbica gram-negativa que se adapta
particularmente bien para colonizar el epitelio ciliado de las vias respiratorias de perros y
gatos (Ford, 2008). Es un patégeno comun del tracto respiratorio superior de ciertos
mamiferos. El rango de huéspedes de B. bronchiseptica incluye cerdos, gatos, animales de
experimentacion y humanos (Mendoza, 2008). EI nombre del género Bordetella se deriva de
su descubridor, Jules Bordet, quien aislé por primera vez estas bacterias de individuos
humanos afectados por la tos ferina (Vadillo et al., 2002). La bacteria produce una proteina
que hace que los cilios se detengan, lo que afecta los mecanismos de defensa normales del
sistema respiratorio y puede persistir en las vias respiratorias de un perro hasta por 3 meses
o mas. Esto es relevante porque B. bronchiseptica es un 'potenciador' de la enfermedad,
favoreciendo el establecimiento de bacterias oportunistas (Mauro, 2006). Se han recuperado
otras bacterias Streptococcus, Pasteurella, Pseudomonas y varios coliformes de las vias
respiratorias de perros con TIC.

Aunque estas bacterias se consideran invasores oportunistas, las infecciones bacterianas
secundarias son responsables de complicaciones graves y potencialmente mortales
(neumonia y sepsis) en pacientes con TIC. Streptococcus equi subespecie zooepidemicus se
ha asociado con una mayor gravedad de la traqueobronquitis infecciosa canina (TIC) en
perros enjaulados con enfermedades respiratorias, también se considera un agente causal
importante de la neumonia canina. Los micoplasmas son microorganismos procarioticos
duros que estan encerrados en una membrana plasmatica pero carecen de pared celular. Sin
embargo, Mycoplasma, Biliplasma y Ureaplasma urealyticum no clasificados se recuperan
comunmente en muestras recolectadas de la mucosa nasofaringea y laringea de perros y
gatos sanos. La presencia de micoplasma en muestras tomadas del tracto respiratorio
inferior de perros (particularmente M. cynos) y gatos (M. felis) a menudo se asocia con
neumonia (Ford, 2008). Se ha detectado micoplasma en el 25% de los perros sanos y en el
34% de los perros con sintomas de TIC (Mauro, 2006).

Hongos

Por otro lado, también se han reportado hongos como Aspergillus fumigatus, un hongo
oportunista e importante principalmente en aves, sin embargo, se puede encontrar en perros
inmunodeprimidos o tratados crénicamente con antibiéticos (Zachary y McGavin, 2012).

Transmision

La transmisidon de animal a animal se produce a través del contacto directo con secreciones
respiratorias, fomites y posiblemente aerosoles (Mattoo y Cherry, 2005). El agente viral
comun de la traqueobronquitis infecciosa canina (TIC) se transmite hasta 2 semanas
después de la infeccion. Para Mycoplasma sp. y B. bronchiseptica, sin embargo, la excrecion
puede persistir durante 3 meses o mas (Ford, 2008).



Patogenia

Bordetella tiene la capacidad de evadir las defensas inmunitarias innatas tempranas
uniéndose directamente a los cilios de las células epiteliales respiratorias (Edwards et al.,
2005) y actuando como el patégeno principal. Al ingresar a las vias respiratorias, Bordetella
puede mediar y mantener la adhesion ciliar a través de interacciones redundantes y/o
secuenciales entre las moléculas de adhesina bacteriana y las células ciliadas del huésped.
Los involucrados en la adhesién de la célula huésped y la posterior colonizacion incluyen
filamentos de hemaglutinina (HAF), adhesinas, pili y la toxina de hemolisina adenilato ciclasa
(Edwards et al., 2005). Se ha propuesto que la infeccion puede ocurrir en dos etapas
basicas: 1. Colonizacion: se activa el gen productor de hemaglutinina filamentosa (HAF), que
actua con pili para permitir que la bacteria colonice al huésped (Lugo y Pena, 2007). 2. Dano
celular: La expresion de otros genes, como endotoxina, citotoxina traqueal y adenilil ciclasa,
es responsable del dafio sistémico del tracto respiratorio (Lugo y Pefia, 2007). Los pili
(apéndices similares a cabellos que se extienden desde la membrana celular de B.
bronchiseptica) participan en la mejora de la capacidad de B. bronchiseptica para estabilizar
la colonizacién traqueal y son fundamentales para una colonizacion duradera de este sitio. La
adhesion especifica a los tejidos receptores es un evento clave en el inicio de la infeccidon
bacteriana (Mattoo et al., 2000). Las citotoxinas traqueales inhiben la motilidad ciliar y el
aclaramiento traqueal. La adenilato ciclasa, por otro lado, tiene propiedades que alteran las
funciones de la célula huésped, incluida la fagocitosis, la lisis de bacterias intracelulares y
también la capacidad de inmovilizar los cilios de las vias respiratorias (detencidén de cilios)
(Carter y Chengappa, 1991). Por lo tanto, este mecanismo facilita en gran medida la
infeccién secundaria. La infeccion secundaria con patdégenos oportunistas (Streptococcus,
Staphylococcus, Pasteurella, Escherichia coli, Pseudomonas, Mycoplasma) puede empeorar
el cuadro clinico (Morgan, 2004). La detencion ciliar ocurre temprano en las interacciones del
patogeno y el tejido del huésped, antes de la produccién de moco y los signos evidentes de
dafio epitelial, y puede afectar a una amplia gama de mamiferos con consecuencias
"limitadas", que van desde la ausencia de signos hasta la infeccion aguda. Tracto respiratorio
(Anderton, Maskell y Preston, 2004). En perros jévenes y animales inmunocomprometidos, la
invasion bacteriana secundaria del tracto respiratorio inferior puede provocar una neumonia
potencialmente mortal (Birchard y Sherding, 1996).

Manifestaciones clinicas y lesiones

Las tasas de incidencia varian ampliamente (10% a 50%) porque dependen en gran medida
del estado de vacunacion del paciente y de la atencion que recibe. Los signos clinicos de la

infeccion por B. bronchiseptica aparecen entre 3 y 4 dias después de la exposicion. Dura 14
dias 0 mas. Incluyen esputo y tos humeda, nauseas, arcadas y secrecion serosa ocular y
nasal leve, pérdida de apetito, disnea y fiebre (40°C). Los sintomas clinicos pueden persistir
durante 3 a 6 semanas y la mortalidad puede llegar al 10%. B. bronchiseptica puede
permanecer en el tracto respiratorio durante 14 semanas o mas, lo cual es relevante porque
B. bronchiseptica favorece el establecimiento de bacterias oportunistas, y los portadores
sanos pueden continuar eliminando el microbio y convertirse en una fuente de infeccion para



otros perros (Markey et al., 2002). La traqueobronquitis se caracteriza por hiperemia del
revestimiento mucoso de la traquea y los bronquios y un exudado mucoide o mucopurulento.
Ademas, habia areas incompletas de neumonia exudativa, petequias y hemorragia en la
superficie pleural.

Procedimientos

Fase pre-analitica

Propdsito y alcance

El principal objetivo de esta prueba es auxiliar en el diagndstico de la enfermedad ya que al
identificarla puede proporcionarse un tratamiento de manera temprana, evitando el desarrollo
y propagacion (Amunet, 2023).

Descripcion de la solicitud

La realizacién de pruebas de laboratorio requiere la toma de una muestra biolégica del
paciente para su analisis y obtencién de resultados para su diagnéstico

Con la finalidad de brindar apoyo en cuanto a la identificacion y tratamiento de la enfermedad
para los pacientes, es necesario que las instituciones cuenten con servicios, ya sea internos
o externos, de examenes de laboratorio.

Es importante considerar lo siguiente al momento de solicitar examenes de laboratorio:

1. Las solicitudes para realizacion de tomas de muestra y pruebas de laboratorio se deben
generar con las siguientes especificaciones:

e Datos de la clinica/hospital: nombre, ubicacion, contacto, nombre del médico
solicitante.

Datos del paciente: nombre, raza, edad, sexo, peso, nombre del propietario.
Obtencién de muestra: tipo, método de obtencion, observaciones.

Solicitud de examen: microbioldgico, hematoldgico, inmunoldgico, etcétera.

Solicitud de materiales.

Anamnesis.

Cuadro clinico.

Historia clinica complementaria.



2. Los laboratorios que realizan pruebas clinicas son los siguientes:

Clinico general
Patologia

Biologia molecular
Microbiologia
Hematologia

3. En caso de tratarse de un paciente que se encuentre hospitalizado, la unidad donde se le
resguarde es la responsable de elaborar y procesar la solicitud para la realizacion de pruebas
de laboratorio.

4. En caso de realizarse el examen clinico de manera externa, el paciente debera ser
presentado en el lugar, dia y hora indicados:
e Hora y fecha sin sefialadas por el médico veterinario
e E| médico veterinario es responsable de dar a conocer las recomendaciones e
indicaciones bajo las cuales debe presentarse al paciente para la toma de muestra

5. El tutor es quien debe hacerse responsable de cumplir con las recomendaciones a seguir
para que se lleve a cabo la prueba de laboratorio.

6. Para ser incluidos en el expediente clinico correspondiente a cada uno de los pacientes,
los resultados de las pruebas de laboratorio son entregados al archivo clinico mediante el
personal de laboratorio (NOM-004-SSA3-2012).

Identificacion y preparacion del paciente

De considerarse, es necesario que dicha prueba sea realizada a todos los pacientes en el
hospital para evitar el riesgo de contagio entre animales incluso zoonosis, debido a que de
esta manera se garantiza la minimizacion de riesgos biosanitarios. Si se detecta algun caso
de riesgo, tanto el importe de las pruebas diagndsticas como los gastos derivados de la
estancia en aislamiento del paciente seran abonados por el propietario.

Al ser el Médico Veterinario el responsable de informar a los propietarios en caso de existir
algun riesgo ante la presencia de agentes infecciosos, éste debe encargarse de que se
realicen las tomas de muestra necesarias para llevar a cabo examenes de laboratorio y
aplicar las medidas de bioseguridad necesarias. Si el animal pudiera estar infectado con
algun agente microbiolégico de los que estan enlistados en la O.I.E., el médico debera
reportarlo de inmediato.



Toma de muestra

Parvovirus

Previo a la toma, debe realizarse la identificacion de las muestras. Esto debera colocarse en
el envase de manera que quede etiquetado y debe incluir los siguientes datos:

a. Nombre del propietario.

b. Direccién y teléfono.

c. Datos del animal.

d. Estudio solicitado.

Recoleccion

Directamente del recto (utilizando guantes) o de la porcion central del bolo fecal (utilizando
espatula o hisopo), inmediatamente después de la defecacién, 20 g de heces por animal. En
se debe utilizar un frasco estéril por animal.

A la hora de enviar muestras a laboratorios de diagndstico patoldgico clinico, siempre se
debe tener en cuenta que el material puede ser infeccioso, por lo que la forma mas eficaz y
segura de enviar muestras es mediante mensajeria directa. Las muestras deben cumplir con
los siguientes requisitos:

e Deben colocarse en contenedores de doble capa (dos cajas 0 una caja y bolsa de
plastico), ya que se mejora el aislamiento y aumenta la resistencia del contenedor.

e |as muestras deben enviarse en envases individuales, entre cada bolsa o bote que
contenga las muestras, un material amortiguador y absorbente de humedad
(preferiblemente astillas de madera, pero también se puede utilizar papel o virutas),
con la caja exterior cerca del Manera de sellar todas las esquinas y la tapa con cinta
de carrocero, esto a su vez aumenta la resistencia del envase.

Es muy importante colocar claramente en el envoltorio la siguiente informacion: Material
descomponible para analisis, manejar con cuidado, fragil. Para que el material biolégico
llegue al laboratorio lo mas rapido posible, se debe considerar la idoneidad del medio de
transporte (aéreo o terrestre, ya sea por carga aérea comercial o vehiculo privado, ademas,
al enviar muestras, se conveniente comunicarse de inmediato con el laboratorio indicando el
modo de transporte, linea comercial utilizada y tiempo aproximado de destino, y numero de
guia sanitaria). No se recomienda enviar muestras a laboratorios de diagndstico los fines de
semana, cerca de festivos o dias festivos ya que existe el riesgo de no recibir las muestras.



Distemper

Previo a la toma, debe identificarse de las muestras. Esto debera colocarse en el envase de
manera que quede etiquetado y debe tener los siguientes datos:

a. Nombre del propietario.

b. Direccién y teléfono.

c. Datos del animal.

d. Estudio solicitado.

Recoleccion

La extraccion de sangre en perros generalmente requiere dos personas: una obtiene la
muestra de sangre mientras que la otra inmoviliza al animal. En el caso de los cachorros,
pueden relajarse para la extraccion de sangre de la vena yugular si se sujeta por la piel en la
parte posterior del cuello.

Existen diferentes alternativas en la extraccion de una muestra sanguinea para la obtencion
de suero, ésto de acuerdo al manejo que se adapte mejor al paciente y la zona de donde se
deseé conseguir la muestra:

Vena yugular:

1. Colocar al paciente sobre la mesa en posicidén decubito esternal.

2. Con una mano, sujetar los miembros anteriores del animal por las articulaciones del carpo
y sacarlas del borde de la mesa.

3. Con la otra mano, extender el cuello agarrando el hocico y dirigiendo las fosas nasales en
direccién al techo.

De manera alternativa, se puede sujetar al animal en decubito lateral con el cuello extendido
y los miembros anteriores estirados caudalmente

e NOTA: Siempre que sea posible, se recomienda la obtencién de muestras sanguineas
por venopuncién yugular.

Vena cefalica

1. Colocar al paciente sentado sobre la mesa o en posicidén decubito esternal.

2. Extender el mimbre delantero del animal colocando los dedos de una mano detras del
codo.

3. Comprimir la vena cefalica con el pulgar y estabilizar la vena en la superficie dorsal del
miembro anterior estirando ligeramente la piel.



Vena safena lateral (vena tarsiana recurrente)

1. Colocar al animal en decubito lateral sobre la mesa.

2. Extender la vena y comprimir sujetando firmemente el muslo distal del animal o el
segmento tibial proximal.

Vena safena medial

1. Colocar al paciente en decubito lateral sobre la mesa.

2. Extender la rodilla opuesta y comprimir la vena presionando firmemente la parte interna
superior del muslo del animal (area inguinal).

Vena femoral

1. Colocar al animal en decubito lateral sobre la mesa.

2. Con una mano, abducir el miembro posterior de la superior para permitir el acceso a la
cara medial del otro miembro posterior.

3. Con la otra mano, comprimir la vena femoral en el lado medial de la parte superior del
muslo con el pulgar.

e NOTA: Es posible que se necesite una persona adicional para sujetar la cabeza y las
patas delanteras del animal para este procedimiento.

Extraer sangre recogiéndola en el tubo de extraccién sanguinea para bioquimica (sin
anticoagulante) identificado y tra su obtencion invertir suavemente el tubo para favorecer la
coagulacion. Centrifugar el tubo de sangre (sin anticoagulante) La fraccidn superior o
sobrenadante tras la centrifugacién de aspecto claro y transparente corresponde al suero
sanguineo.

Traqueobronquitis infecciosa canina causada por Bordetella bronchiseptica

Previo a la toma, se debe proceder a la identificacion de las muestras. Esto debera colocarse
en el envase de manera que quede etiquetado y debe incluir los siguientes datos:

a. Nombre del propietario.

b. Direccion y teléfono.

c. Datos del animal.

d. Estudio solicitado.

Recoleccion



Para esta prueba puede obtenerse una muestra de suero, de manera que para ello es
necesario seguir el protocolo de acuerdo a la vena de la que se desee extraer la muestra
sanguinea en el paciente:

Vena yugular:

1. Colocar al paciente sobre la mesa en posicién decubito esternal.

2. Con una mano, sujetar los miembros anteriores del animal por las articulaciones del carpo
y sacarlas del borde de la mesa.

3. Con la otra mano, extender el cuello agarrando el hocico y dirigiendo las fosas nasales en
direccién al techo.

De manera alternativa, se puede sujetar al animal en decubito lateral con el cuello extendido
y los miembros anteriores estirados caudalmente

e NOTA: Siempre que sea posible, se recomienda la obtencién de muestras sanguineas
por venopuncion yugular.

Vena cefalica

1. Colocar al paciente sentado sobre la mesa o en posicién decubito esternal.

2. Extender el mimbre delantero del animal colocando los dedos de una mano detras del
codo.

3. Comprimir la vena cefélica con el pulgar y estabilizar la vena en la superficie dorsal del
miembro anterior estirando ligeramente la piel.

Vena safena lateral (vena tarsiana recurrente)

1. Colocar al animal en decubito lateral sobre la mesa.

2. Extender la vena y comprimir sujetando firmemente el muslo distal del animal o el
segmento tibial proximal.

Vena safena medial

1. Colocar al paciente en decubito lateral sobre la mesa.

2. Extender la rodilla opuesta y comprimir la vena presionando firmemente la parte interna
superior del muslo del animal (area inguinal).

Vena femoral

1. Colocar al animal en decubito lateral sobre la mesa.

2. Con una mano, abducir el miembro posterior de la superior para permitir el acceso a la
cara medial del otro miembro posterior.



3. Con la otra mano, comprimir la vena femoral en el lado medial de |la parte superior del
muslo con el pulgar.

e NOTA: Es posible que se necesite una persona adicional para sujetar la cabeza y las
patas delanteras del animal para este procedimiento.

En caso de optar por la opcidn de usar plasma sanguineo para realizacion del examen, se
debe extraer la sangre recogiéndola en un tubo de extraccion sanguinea para hematologia
con EDTA (Acido etilendiaminotetraacetico) correctamente identificado. Tras su obtencién,
invertir suavemente el tubo para favorecer que la sangre se mezcle bien con el
anticoagulante e inmediatamente centrifugar el tubo y posteriormente deben poder
observarse tres capas en el tubo con la muestra:

a. La fraccion superior o sobrenadante, de aspecto claro y transparente, y de un
color amarillo palido que corresponde al plasma sanguineo.

b. La segunda fraccion o intermedia es fina y de color gris-blanco, y representa la
fraccidn de leucocitos.

c. Latercera fraccion o inferior es de un color rojo oscuro y corresponde a los
eritrocitos 0 hematies.

Después de la centrifugacion, aspirar cuidadosamente el sobrenadante (fase superior)
con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, a ser posible completamente en una sola
aspiracién y colocar en otro tubo para uso inmediato en la prueba de laboratorio.

Registro

Los hospitales o clinicas que cuentan con procedimientos de laboratorio, deben completar
las solicitudes para realizacion de pruebas con los registros de la base de datos, adicionando
informacion como el tipo de estudio que se realizara, el tipo de muestra a obtener para su
procesamiento, esto con el objetivo de generar un cédigo y por lo tanto una identificacién
mas efectiva.

Por otro lado, para las clinicas u hospitales que no ofrecen servicios de laboratorio propios, el
registro debe generarse en el lugar al que se envian las muestras para su procesamiento y
por ende adicionar esta informacion al expediente clinico del paciente para posteriores
consultas de informacion.



Fase analitica
Parvovirus

Fundamento: ELISA fecal

Este método detecta antigenos virales en las heces, al ser sensible y especifico, puede
presentar falsos positivos en animales vacunados recientemente (5 a 12 dias posvacunacion)
y falsos negativos con muestras de heces obtenidas fuera del periodo miccional o periodo de
diarrea abundantemente sanguinolenta por dilucion o combinacion de antigenos lo que no
permitira a la muestra reaccionar con el anticuerpo de prueba. (Coté, 2010; Aspinal, 2014;
Ettinger y Feldman, 2007). En cachorros, independientemente de su calendario de
vacunacion. Hay que tener en cuenta que pueden producirse falsos positivos en aquellos
pacientes que fueron vacunados 3-7 dias antes (Torrente y Bosch, 2011).

Es un ELISA que detecta el antigeno CPV (Ag) en muestras de heces. La excrecion viral
fecal maxima ocurre de 4 a 7 dias después de la infeccion. Las pruebas diagndsticas
actualmente en el mercado constituyen un método rapido cuyo uso en la practica veterinaria
estd muy extendido. La carga viral fecal (la cantidad de CPV Ag) puede ser clave para
determinar si dichas pruebas dan un resultado positivo o negativo. Otra pregunta es qué
sucede si el titulo de anticuerpos anti-CPV es alto. Puede ser que acaben inmovilizados en
Ag fecal, dificultando o impidiendo una prueba ELISA positiva..

Los animales vacunados con vacunas CPV-2 vivas también pueden tener falsos positivos
para algunas pruebas de virus fecales (Villiers y Blackwood, 2013; Ruiz de Gopegui, 2016).

Material
e Dispositivos para prueba rapida
e Tubos con diluyente para muestras
e Hisopos para toma de muestra
e Goteros desechables

Descripcion del procedimiento
1. Recoger la muestra de heces del paciente con ayuda de un hisopo
2. Se inserta el hisopo en el tubo de muestra que contiene 1 ml de diluyente de prueba.
3. La muestra del hisopo y el diluyente de prueba deben mezclarse en el pocillo de
extraccion.
4. Debe retirarse el dispositivo de prueba de la bolsa de aluminio y colocarlo sobre una
superficie plana y seca.



5. Con el gotero desechable proporcionado, recoger la muestra del tubo de donde se
extrajo y mezclar.

6. Con un gotero desechable, agregar 4 gotas al pocillo de la muestra. La dilucion de
prueba mixta debe agregarse con precisién y de manera suave (gota a gota).

7. Al comenzar la prueba, se aprecia un desplazamiento purpura a través de la ventana
de resultados en el centro del dispositivo de prueba. Si la migracion no ocurre después
de 1 minuto, agregar otra gota de diluyente de prueba mixta al pocillo de la muestra.

8. Interpretar los resultados de las pruebas dentro de los primeros 5 a 10 minutos. No
leer después de 20 minutos.

Distemper

Fundamento: Técnica ELISA

Guzman (2004) afirmd que la tecnologia ELISA estd muy relacionada con las enzimas
porque utiliza enzimas como marcadores para cuantificar la formacién de complejos
antigeno-anticuerpo.Se han desarrollado diferentes aplicaciones de ELISA, pero todas
utilizan marcadores enzimaticos, que pueden unirse a anticuerpos o antigenos, asi mismo en
todos los métodos ELISA, se separan en su procedimiento con el objetivo de eliminar
conjugados enzimaticos libres antes de determinar la cantidad de conjugados enzimaticos
unidos, lo cual se logra mediante una reaccion catalitica entre sustrato y enzima.

Este método de diagndstico se considera muy efectivo y nos ayuda a obtener resultados
precisos ya que nos permite identificar diferentes tipos de virus y sus anticuerpos, revelando
qué muestras de estudio son negativas y cuales positivas (Gilchris et al., 2005).

El método ELISA es uno de los mejores métodos para la identificacidon de anticuerpos y
antigenos, nos permite analizar multiples parametros en poco tiempo, y una de sus ventajas
mas importantes es que la técnica no es costosa (Siachoque, 2006).

Arce, Rosas y Rodriguez (2007) afirmaron que ELISA se ha convertido en los ultimos afos
en la prueba mas popular en el diagndstico clinico y la investigacion debido a su alta
sensibilidad y especificidad para medir antigenos o anticuerpos. Para estabilizar un ELISA,
primero se requiere un soporte solido, generalmente una placa de poliestireno de fondo
plano. En segundo lugar, se debe tener cuidado de que la enzima-anticuerpo (conjugado)
proporcione seguridad, estabilidad y una sefal sensible. En tercer lugar, ademas de la
soluciéon utilizada para bloquear los sitios abiertos, también se debe determinar el tampdn
apropiado para adherir el antigeno o el anticuerpo a la placa de espuma de poliestireno.
Estas técnicas utilizan etiquetas enzimaticas para detectar y amplificar reacciones
antigeno-anticuerpo. Las técnicas de conjugaciéon que marcan antigeno y anticuerpo con



enzimas deben permitir el mantenimiento de la enzima y la actividad del anticuerpo o
antigeno unido (Anguita, 1996).

Material
e Dispositivos para prueba rapida
e Hisopos para muestra
e (Goteros desechables o pipeta Pasteur

Descripcion de procedimiento

1. Retirar el dispositivo de prueba de la bolsa de aluminio y colocarlo sobre una

superficie plana y seca.

2. Con ayuda de una pipeta Pasteur, pipetear 0.5 ml de suero y agregar cuatro gotas de
la muestra de suero que obtenida al pozo de muestra (se debe hacer gota a gota al
colocarlo en el dispositivo). La pipeta debe mantenerse siempre en posicion vertical .
Encender el crondmetro durante 10 minutos y observar.

4. La muestra pasa por la ventana de resultados. Si después de 1 minuto no aparece, se
debe afnadir otra gota de muestra mezclada al pocillo.
5. Tras pasar 10 minutos, los resultados de la prueba, interpretar de la siguiente manera:
e Si se observa tincién para las dos lineas de control "C" y prueba "T",
indica la presencia de antigeno CDV. Entonces el resultado es positivo.
e Si sdlo aparece la linea de control "C" en la ventana del dispositivo, no
hay antigeno y, por lo tanto, una lectura negativa.
e Si no se observa ninguna linea o solo se observa una prueba "T", el
resultado no es valido y se debe repetir la prueba.

w

Traqueobronquitis infecciosa canina causada por Bordetella bronchiseptica

Fundamento

La prueba se basa en la reaccion de proteinas de Bordetella bronchiseptica con anticuerpos
policlonales del canino. Con este fin, se han revestido proteinas de Bordetella bronchiseptica
en una placa de tiras de microtitulacién de 96 pocillos.

La muestra de suero/plasma canino se afade (diluida 1:100) a los pocillos de la placa
recubierta. La muestra de suero también se puede titular usando una dilucion de 3 pasos,
comenzando con una dilucion 1:30 (90; 270; 810).

Después del lavado, los anticuerpos de perro unidos se detectan mediante el conjugado
anti-especie conjugado con HRPO.

La reaccion de color en los pocillos esta directamente relacionada con la concentraciéon de
anticuerpos contra Bordetella en la muestra de suero.



Material

Tiras de microtitulacion de 12 pocillos recubiertas con proteina de Bordetella
Soporte de tiras

12 ml de anticuerpo conjugado HRPO (anti-especie)

0.5 ml de suero de control positivo de Bordetella

1 ml de suero de control negativo de Bordetella

1 solucion de lavado de 20 ml 200 x concentrado (diluir en agua desionizada antes de
usar)

18 ml tampoén ELISA

8 ml de tampon de sustrato A

8 ml de tampodn de sustrato B

8 ml de solucion de parada

Tapa de plastico

Descripcion de procedimiento

1.

© 0N O

Abrir el paquete y sacar las tiras a utilizar. Lavar las tiras de microtitulacion con agua
solucion, segun protocolo de lavado (la solucién de lavado debe diluirse 200 veces en
agua desionizada). Reconstituir directamente antes de usar el control negativo en 1 ml
de agua desionizada.

Hacer una dilucion de 3 pasos de cada muestra en tampon ELISA, comenzando 1:30
(90; 270; 810) en un recipiente de fondo redondo. placa de microtitulacion (no
incluida). Realice también una dilucién de 3 pasos del control positivo y negativo.
Transferir 100 pyl de esta dilucidon a las tiras de microtitulacién recubiertas de
Bordetella.

Sellar e incubar durante 60 min. a 37°C.

Lavar como se indica en el protocolo de lavado.

Distribuir 100 ul de anticuerpo anti-especie conjugado en todos los pocillos.

Sellar e incubar 60 min. a 37°C.

Lavar como se indica en el protocolo de lavado.

Mezclar partes iguales de tampon A y tampdn B con agitacion suave (preparar
inmediatamente antes de usar). Dispensar 100 pl solucion de sustrato a cada pocillo.

10.Incubar 10-20 min. a temperatura ambiente (21°C).
11. Agregar 50 pl de solucién de parada a cada pocillo; mezclar bien.
12.Leer los valores de absorbencia inmediatamente (dentro de 10 min.) a 450 nm, usar

620 nm como onda de referencia longitud.



Fase pos-analitica

Eliminacion de residuos
Los criterios para la eliminacion de residuos en clinicas de consulta externa y veterinarias
para pequenas especies clasificadas de nivel 1, se establecen en la NOM-087-ECOL-1995.

Identificacion y envasado

Debido al origen de los residuos de este tipo de examenes de laboratorio, éstos deben
desecharse en bolsas amarillas y en el caso de los residuos liquidos colocarse en recipientes
herméticos del mismo color.

Recoleccion y transporte interno
El equipo basico de proteccidn para el personal de recoleccidon de residuos debe contemplar

un uniforme completo, guantes, cubrebocas, y en caso de manejar residuos liquidos se
incluyen lentes de proteccion.

Se prohibe el uso de ductos neumaticos o de gravedad como medio de transporte interno de
cualquier residuo bioldgico-infeccioso.

Almacenamiento

Debe existir un area destinada para el almacenamiento de los residuos peligrosos
biolégico-infecciosos. En el caso de los residuos que estén envasados, deben colocarse en
contenedores rotulados con el simbolo universal de ‘riesgo bioldgico’ con la leyenda:
"PELIGRO, RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS”.

Las condiciones de almacenaje incluyen una temperatura no mayor a los 4°C y un tiempo
gue no debe exceder los 7 dias.

Limpieza y descontaminacion
La limpieza efectiva consta de 4 pasos:

Limpieza en seco
Se aplica para la eliminacién de materia fecal, basura, desechos gruesos y otras materias

organicas. Al llevarse a cabo correctamente, destruye los microorganismos que se presentan
en grandes cantidades. Este paso es esencial ya que permite que el sanitizante actie de
manera mas efectiva debido a que en la mayoria de los desinfectantes la eficacia se reduce
en presencia de materiales organicos.



Lavado

Remojar el area con agua y detergente, para posteriormente limpiar. Debe tratarse con
precaucion la aspersion a presion ya que este método transforma los microorganismos en
aerosoles y puede facilitar la propagacién de enfermedades, especialmente en areas como
desagues y esquinas; que funcionan como reservorio de patdogenos por lo que deben
limpiarse y desinfectarse al final.

Enjuague
Gran cantidad de desinfectantes pueden desactivarse con jabén (residuo de detergente) por

lo que es necesario enjuagar de manera efectiva.

Secado
Previo a la aplicacion del desinfectante, una vez enjuagada la zona, debe permitirse un
secado uniforme para reducir el efecto de dilucién.

Validacion de resultados

La validacion necesita hacerse a fin a un formato de revision elaborado de manera especifica
para los procedimientos, con el objetivo de verificar que éstos se realizaron de manera
adecuada.
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