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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Fisiologia Veterinaria de fa
Facultad de Ciencias Veterinarias de La Universidad Nacional de Cajamarca y
en la Clinica Veterinaria “Dogtor House” de Chimbote, con el objetivo de
estudiar la Inmadurez y Malformaciones Eritrociticas en perros positivos a
Parvovirus canino. Para el diagndstico de Parvovirus canino (PVC), se utilizé 10
caninos, se realizé6 tomando en cuenta la sintomatologia del canino y fue
corroborado por la técnica de Inmunocromatografia (IC). Los resultados
obtenidos de las muestras de sangre fueron 2 caninos con anemia macrocitica
normocréomica y 1 canino con anemia macrocitica hipocrémica, también se
observaron inmadurez y/o malformaciones como: 1 canino con anisocitosis,
ovalocito y crenacion, 1 canino con anisocitosis € hipocromia y 1 canino con
anisocitosis y corpusculo de howell-jolly.

Palabras clave: Parvovirosis canina, Inmunocromatografia.



ABSTRACT

This work was performed in the Laboratory of Veterinary Physiology, Faculty of
Veterinary Science, The National University of Cajamarca and the Veterinary
Clinic "Dogtor House" of Chimbote, in order to study the immaturity and
malformations Erythrocyte positive dogs Parvovirus canine. For the diagnosis of
canine parvovirus (PVC), 10 dogs was used, was performed taking into account
the symptoms of canine and was corroborated by the technique of
Immunochromatography (IC). The results of the blood samples were two dogs
with macrocytic normochromic anemia and one canine immature hypochromic
macrocytic anemia, were also observed and/or defects as one canine with
anisocytosis, ovalocito and crenation, one canine with anisocytosis and
hypochromic and one canine with anisocytosis and howell-jolly corpuscle.

Keywords: Canine parvovirus, Immunochromatography.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El perro es el compafiero mas antiguo del ser humano. Esta convivencia
entre el hombre y el perro empezd a darse hace miles de afios por interés
mutuo y su relacion ha ido desarrollandose poco a poco hasta liegar a la
interdependencia existente hoy entre ambas especies, basada en el afecto
que el ser humano profesa al perro a cambio de su compaiiia fiel y de la
gran variedad de servicios que le presta, al grado, de considerarsele como

un miembro mas de la familia (Juarez, 2011).

Los caninos (Canis lupus familiaris) son susceptibles a multiples agentes que
afectan su estado de salud, por esto es necesario tener en cuenta las
enfermedades  mas comunes, como Ilo son las enfermedades

gastrointestinales causadas por agentes infecciosos (Sherding, 1994).

El parvovirus canino es una enfermedad de distribucion mundial, presente en
Peru desde el aio 1970. Afecta a cachorros, produciendo sintomatologia

gastroentérica entre la que se destaca la diarrea hemorragica.

Es una enfermedad que presenta una alta morbilidad y mortalidad, lo que
hace necesario que el médico veterinario sea capaz de reconocer la
fisiopatologia y sintomatologia del paciente, enfocandose en establecer un
rapido y buen diagnostico de la enfermedad. Muchas veces las clinicas
veterinarias no poseen los métodos necesarios, lo que lleva a un incorrecto

diagndstico, sobrestimando o subdiagnosticando la enfermedad (Barr, 1998).
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El diagnéstico de parvovirus canino (PVC) se realiza principalmente de
forma clinica, aunque existen técnicas de laboratorio como el inmunoensayo
cromatografico para el diagnéstico definitivo de la enfermedad. El objetivo de
este trabajo es contribuir con el estudio de la morfologia celular eritrocitaria,

en caninos afectados por parvovirus canino (Hurtado, 2012).



OBJETIVOS
1. Objetivo General

Contribuir con el estudio de la morfologia celular eritrocitaria, en

caninos afectados por parvovirus canino.

2. Objetivos Especificos

% Determinar caninos positivos al virus de parvovirus canino mediante el

uso de imunoensayo cromatografico.

“ Analizar y comprobar la presencia de malformaciones eritrocitarias en

muestras de sangre de caninos positivos a parvovirus canino.

HIPOTESIS

La infeccion por parvovirus canino produce alteraciones en la morfologia de
los eritrocitos, diferentes a las producidas en caso de hemorragias

gastrointestinales y con sintoma de anemia.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1.PARVOVIROSIS

1.1.1.

1.1.2.

DEFINICION

La parvovirosis canina es una enfermedad que afecta a
animales menores de 2 afos, pero principalmente a
cachorros menores de 6 meses de edad, también son
susceptibles en menor grado perros  adultos
inmunodeprimidos. Es altamente contagiosa y de alta
mortalidad (Barr, 1998).

ETIOLOGIA

Existen 2 tipos de parvovirus que afectan a los perros. El
parvovirus canino-1 (PVC-1) también conocido como el
“virus diminuto de los caninos”, que es un Vvirus
relativamente  apatégeno que a =~ menudo causa
gastroenteritis, neumonitis y/o miocarditis en cachorros. El
parvovirus canino-2 (PVC-2) es responsable de la enteritis
parvo viral clasica, del que se reconocen dos variantes
patégenas, los tipos 2a y 2b. El agente es sumamente
resistente a los cambios bruscos de temperatura y pH,
ademas de resistir a la accion de los desinfectantes
comunes, por lo que las infecciones se diseminan con
facilidad, persistiendo por tiempo prolongado en areas

contaminadas (Juarez, 2011).



1.1.3.

1.1.4.

TRANSMISION

El virus se transmite principalmente por via oro-fecal
después de la exposicién de animales vulnerables a heces
contaminadas, ademas de fémites. Existen factores que
predisponen a los caninos (Canis lupus familiaris) a la
enfermedad, entre los que se encuentran: estrés,
hacinamiento, presencia de parasitos internos y baja
inmunidad vacunal. Los perros infectados eliminan grandes
cantidades de virus por las heces, permitiendo perpetuar
asi la enfermedad (Hurtado, 2012).

PATOGENESIS

Tras la exposicion oro-fecal, el parvovirus canino (PVC) se
réplica en las células linfoides de la orofaringe, nédulos
linfaticos mesentéricos y timo; a continuacién, al cabo de 3
a 5 dias se disemina por via hematégena a las células de
las criptas del intestino delgado y a las células epiteliales
de la cavidad oral, lengua y es6fago. Los érganos linfoides,
pulmones, higado, rifones, médula dsea y, en animales
muy jovenes, las células del miocardio también llegan a
infectarse. La excrecidén del virus comienza al poco tiempo
de la infeccion dé las células epiteliales intestinales y puede
producirse, incluso a los 3 a 4 dias de la exposicion; la
excrecion del virus habitualmente dura de 1 a 2 semanas
(Hurtado, 2012).

El periodo de incubacién de la enfermedad es de 8 dias. En
la fase aguda de la enfermedad se comienza con
depresién, vomitos y diarreas. Las lesiones pueden ser
localizadas o difusas, extendiéndose en el intestino

delgado, pero raramente en el intestino grueso, esto lleva a
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mala absorcién de alimentos, diarrea y vomito. En médula

1.1.5.

1.1.6.

6sea hay deplecion de células maduras de la serie blanca y
roja, seguida de hiperplasia celular regenerativa del tejido
linfoide, mieloide y eritroide durante la recuperacion, 12 a

13 dias después del inicio de la infeccidén (Juarez, 2011).
SIGNOS CLINICOS

El parvovirus canino (CPV) produce 2 formas diferentes de

enfermedad;

En la forma intestinal, se encuentra hipertermia entre 40 y
41°C, debilidad, anorexia y emesis. Aparece una diarrea
mucoide a sanguinolenta con un olor a materia fecal y
sangre caracteristico y una severa deshidratacién, con

perdida de peso, molestias abdominales y signos de dolor.

En la forma cardiaca, pueden presentarse algunos signos
anteriores, a los que se suman: disnea, gemidos y arqueo
del cuerpo, con muerte subita; los cachorros son
encontrados generalmente muertos. Una falla cardiaca
congestiva puede también ocurrir en cachorros
aparentementé normales desde las 6 semanas hasta los 6
meses de edad (Barr, 1998).

DIAGNOSTICO

El diagndstico tentativo a menudo se fundamenta en la
anamnesis, hallazgos del examen fisico y de las pruebas
de laboratorio que se realizan para confirmar dicho
diagnéstico (Juarez, 2011). En la historia del animal se
destaca una mala pauta de vacunacion, historia de
contacto con otros perros infectados antes de haber

conseguido un estado de inmunidad adecuado, animales



provenientes de criadero, tiendas de animales, animales
abandonados, cachorros de 2 a 8 meses de edad,

cachorros de madre sin vacunar (Del Castillo y Diaz, 2007).

El hemograma refleja leucopenia 12 a 24 horas después
del inicio de los signos clinicos. Se presenta neutropenia en
cuadros severos a terminales 6 — 7 dias después del inicio
de la enfermedad, lo que da un mal pronostico; esta
neutropenia se atribuye a la llegada de neutréfilos a la
mucosa intestinal. La presencia de neutréfilos inmaduros
con cambios téxicos podria reflejar la perdida de integridad
de la mucosa intestinal con absorcion de endotoxinas
bacterianas, incluso bacterias, en cuyo caso se puede

encontrarse leucocitosis con neutrofilia (Juarez, 2011).

Es frecuente encontrar ademas linfopenia y neutropenia,
con desviacioén a la izquierda degenerativa y presencia de
neutréfilos toxicos. Durante la fase de recuperacidn se
observa leucocitosis, incluso linfocitosis 7 dias después del

inicio de la infeccion (Hurtado, 2012).

El inmunoensayo cromatografico, es otro método de
diagnostico utilizado por un simple y rapido procedimiento.
El kit diagnéstico del parvovirus canino esta disefiado para
detectar los antigenos del parvovirus canino en heces
fecales. Posee una sensibilidad del 98%, junto con una
especificidad del 100%. Esta técnica es una prueba rapida,
de detecciéon de un solo paso de antigenos del parvovirus
canino, con resultados en 5-10 minutos, no requiere
equipos de elevado costo, es de facil almacenamiento y
mantenimiento, con materiales de alta pureza y calidad del
kit, que aumentan su sensibilidad y precisién (Escalante,
2001).



11.7.

1.1.8.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Con frecuencia se diagnostica clinicamente como
"Parvovirosis Canina" a un alto porcentaje de casos de
gastroenteritis hemorragica, omitiéndose la probabilidad de
otras etiologias que presentan cuadros similares como
ocurre con algunas infecciones virales, bacterianas,
micéticas y parasitarias sin mencionar procesos de tipo

idiopatico, téxico y metabdlico. (Hurtado,2012).
TRATAMIENTO

El tratamiento en esencia es similar al de cualquier otra
enteritis aguda grave. No existe tratamiento dirigido
directamente frente al virus, por lo que el tratamiento gira
en torno a conseguir un volumen circulatorio eficaz,
controlar las infecciones bacterianas secundarias y
proporcionar descanso al tubo digestivo. Se deben
administrar liquidos de reposicion de tipo cristaloides, como
ringer lactato o solucién salina 0.9%, en volumenes
suficientes para poder restaurar y mantener la hidrataciéon
ante la pérdida de liquido (Juarez, 2011). La antibiotico
terapia es necesaria si existe evidencia de infeccién o
riesgo elevado para ella, la leucopenia severa y el riesgo de
translocacion bacteriana hace necesario una terapia con

antibiéticos de amplio espectro (Garcia, 2007).

El vomito profuso corhplica la terapia y requiere la
administracion de antieméticos centrales y periféricos como
la metoclopramida. Cuando la diarrea es profusa y
persistente se administran drogas citoprotectoras como el
sucralfato. Puede administrase una dieta blanda cuando el

vOmito cesa durante 18-24 horas. El perro debe



1.1.9.
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mantenerse alejado de otros animales susceptibles
durante 2-4 semanas después del alta y el propietario debe
ser educado sobre la eliminacién de las heces. Deberia
considerarse la vacunacién de otros perros del hogar
(Juarez, 2011).

PREVENCION Y VACUNACION

La infeccion del parvovirus en cachorros se previene
minimizando la exposicion y vacunando a los animales.
Limitar la exposicion es un tanto dificil debido a la
distribucion amplia de la enfermedad en perros y la
persistencia del virus en el medio ambiente. Seria 6ptimo
mantener aislados a los cachorros para que no tengan
contacto con otros perros hasta que se haya completado el
calendario de vacunacion; si no es posible un aislamiento
estricto, es conveniente limitar la exposicion de los
cachorros en las zonas donde se congregan perros y heces
infectadas, ademas de concientizar al propietario de la

importancia de esto (Barr, 1998).

La inmunidad a la infecciéon de CPV en los cachorros puede
ser pasiva o activa. La inmunidad pasiva es el resultado de
la absorcion de anticuerpos maternos después de la
ingestion de calostro, la inmunidad activa se desarrol!a
como consecuencia de una infeccidn natural o vacunacion.
Se prefieren las vacunas que incluyen una cepa viva
modificada y atenuada de CPV-2 ya que la inmunidad se
desarrolla mas rapidamente y dura mas, en comparacion
con la que se obtiene usando un producto muerto (Hurtado,
2012).
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1.2. ERITROCITOS

La principal funcién de los eritrocitos o globulos rojos es la del
transportar oxigeno y diéxido de carbono, esta funcion esta
relacionada con la hemoglobina. Los eritrocitos llevan el oxigeno
de los pulmones a los tejidos y el diéxido de carbono en sentido
inverso. El eritrocito de mayor tamafio se halla en el perro
(7,0um) (Vargas, 2007).

Morfologia, color y arreglos celulares normales y anormales

El concepto de normalidad en la morfologia de los
eritrocitos dependera de la especie involucrada; asi,
podemos decir que en la mayoria de los mamiferos son
discos redondeados, biconcavos y anucleados. El color
rojo, rosa o anaranjado del eritrocito se considera normal
en la mayoria de las especies. Diversos cambios en la
forma del eritrocito, color y arreglos celulares pueden ser
provocados por agentes enddgenos y exogenos y las
anormalidades, relacionarse, por tanto, con situaciones
clinicas, o bien, manejos inadecuados de la muestra.
Algunas alteraciones que se presentan con mas
frecuencia y sus causas se mencionan a continuacion
(Vargas, 2007).

Malformaciones eritrocitarias

v Acantocito: Es un eritrocito con prolongaciones de la
membrana que le dan aspecto de estrella. Las
prolongaciones son irregulares en cuanto al tamafo, y la
punta se caracteriza por ser roma; se forma cuando las
membranas de los eritrocitos contienen excesivo

colesterol en relaciéon con fosfolipidos (Vargas, 2007).
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v Codocitos: Son eritrocitos que al ser observados en el
frotis dan la imagen de tiro al blanco, es decir, la periferie
tiene un color rojo intenso, la parte media, un color palido

y el centro, un rojo intenso (Vargas, 2007).

v’ Eliptocitos u ovalocitos. Son eritrocitos en forma
ovalada. Se consideran normales en alpacas, llama,

camello y vicufia (Vargas, 2007).

v Equinocitos. También conocidos como crenocitos, son
eritrocitos con prolongaciones citoplasmaticas que
terminan en punta y que, a diferencia del acantocito,
suelen ser regulares en cuanto al tamafio y distribucion.
Son el resultado de técnicas defectuosas al realizar el
frotis (Vargas, 2007).

v’ Esferocitos. Eritrocitos que han perdido su forma
biconcava y han adquirido forma de esfera, por lo tanto,
en un frotis se observan de menor tamafo que el normal y

carecen de la zona central palida tipica (Vargas, 2007).

v' Excentrocitos. Son células rojas con la hemoglobina
condensada en un extremo como resultado de dano
oxidativo. La formacion de los excentrocitos puede

representar una funcién de membrana (Vargas, 2007).

v Macrocito. Eritrocito de mayor tamafio, que se
presentan en el caso de deficiencia en la ingestion o
absorcidén inadecuada de cobalto, B12 y acido félico. Las
celulas salen de tamarno mayor que el normal porque se
suspende las divisiones en la médula 6sea (Vargas,
2007).
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v Microcito. Los eritrocitos son mas pequefios que lo
normal. Este fendmeno esta relacionado con la deficiencia

de cobre, hierro, piridoxina y riboflavina (Vargas, 2007).

v Normocito. Se da este nombre a los eritrocitos que

tienen un diametro normal (Vargas, 2007).

v' Cuerpos de Heinz: Son masas intraeritrociticas de
hemoglobina desnaturalizada que empujan hacia adelante
la membrana del eritrocito. Su forma es irregular y tienen
el aspecto de gréhulos refringentes cuando se encuentran
ligeramente fuera del foco, por lo que también se conocen

como cuerpos refringentes (Vargas, 2007).

v' Dafo oxidativo: Puede afectar a los eritrocitos al menos
de tres formas: la oxidacioén del hierro del grupo hem, la
desnaturalizacién de la parte proteica (globina) de la
hemoglobina (cuerpo de Heinz) y la oxidaciéon de las
proteinas que atraviesan o estan unidas a la membrana
(Vargas, 2007).
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Inmadurez eritrocitaria:

v' Eritrocitos nucleados: Eritrocito joven en su estado

nucleado inmaduro (Vargas, 2007).

v' Policromatofilos: Son eritrocitos inmaduros con mayor
afinidad eritrocitica hacia el colorante debido a residuos
de ARN. Presentes en anemias regenerativas como
consecuencia del incremento de la actividad
eritropoyética. Son generalmente mas grandes que los

eritrocitos maduros (Vargas, 2007).

v' Reticulocitos: Son eritrocitos inmaduros con ARN
residual y restos mitocondriales (puntos baséfilos). Se
observan con azul de cresil. Presentes en anemias

regenerativas (Vargas, 2007).

v' Metarrubricitos: Son eritrocitos inmaduros nucleados
con cromatina condensada. Presente en anemias

regenerativas (Vargas, 2007).

v’ Cuerpos de Howell-Jolly: Son remanentes nucleares
de forma redonda, que se tifien de color purpura o morado
intenso, de tamano pequefRo, de localizacidén excéntrica
(Vérgas, 2007).
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Chu (2012), reporta valores hematolégicos referenciales para

caninos, trabajo realizado en caninos de distinta edad, sexo y raza

de la ciudad de Trujillo, Peru (Tabla 1).

TablaN° 1: Valores referenciales, Chu Barreno (2012).
Eritrocitos (mm?®) 5.8 — 7.6 x10°
Hematocrito (%) 30-50
Hemoglobina (g/ 100ml) 11.68 — 15.26
VCM (p°) 58.6 —~61.6
indices corpusculares
CHCM (%) 32.52 - 34.14

Leucocitos

7.1-11.9x 10°/ mm®

- 02-34%
Abastonados 0 - 400
Segmentados 69.1 - 84.3%
g 5000 - 7000
o 0.1-5.1%
Eosinodfilos 0 — 500
Basofilos 00 -00
Linfocitos 38 -2 2%
700 — 2500
_ v 0.9-4.3%
Monocitos 0 - 400
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Grados de hidratacion en caninos

La administracion de fluidos es fundamental para mantener y
restablecer la homeostasis del organismo. Es ademas
indispensable reconocer en dicho paciente las diversas
alteraciones en los fluidos, electrolitos ademas de determinar los

diferentes grados de deshidratacion.

Tabla N° 2:
GRADO DE PRUEBA DEL
HIDRATACION CARACTERISTICAS PELLISCO
Menos de 5% No se puede detectar -
5-6% Ligera pérdida de 2 -4 seg.

elasticidad de'la piel

6-10% La piel tarda en 6 — 10 seg.
recuperar su posicidén
normal.

Las mucosas comienzan
a estar secas.

Ligero hundimiento de

los glébulos oculares.

10-12% La piel no recupera su 12 — 15 seg
posicién normal.
Mucosas secas.
Hundimiento de los
gloébulos oculares.
Puede haber indicios de

shock.

12-15% El animal esta en shock 20 - 45 seg

hipovolémico

(Barr, 1998).




CAPITULO 1II

MATERIALES Y METODOS

1.5. UBICACION

El trabajo de investigacién se llevd a cabo en el distrito, provincia
y region de Cajamarca, en el Laboratorio de Fisiologia
Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca, cuyas caracteristicas

meteorologicas son':

ALTITUD : 2536 msnm
LATITUD :7°10°03” S
LONGITUD - .78°29' 35" W
PRECIPITACION PLUVIAL : 801 mm (promedio anual)
HUMEDAD RELATIVA : 68.92% (promedio anual)
TEMPERATURA  IMAX.  229°C

MIN. 6.7°C

Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) — Estacién Agro
meteorologica “AUGUSTO WEBERBAUER” — 2011.
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1.6. MATERIALES

A. Material biologico

Para el presente estudio se utilizd 10 caninos positivos a
parvovirosis, cuyas caracteristicas seran las siguientes:
menores de 6 meses de edad, independientemente de la raza
0 sexo. Se tomd en cuenta la sintomatologia clinica presente
en el animal para realizar la prueba de inmunoensayo

cromatogréfico.

Este estudio se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia
Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de Cajamarca.

B. Material para la Extraccion de Sangre

e Guantes

e Tubos edta

e Jeringas

e Alcohol 70°

¢ Algodon hidrofilico

e Gradillas

C. Material para diagnostico de parvovirus canino

«kits de inmunocromatografia?

’BIONOTE, INC.® 2-9, Seogu-dong, Hwaseong-siGyeonggi-do, Korea 445-170.Web:
www.bionote.co kr




D. Material de laboratorio

Material de vidrio
e Tubos capilares

e Laminas porta y cubreobjetos

Equipos
« Microscopio Binocular con fuente de luz incorporado®

* Reloj

Reactivos

e Solucién Hemacolor?

E. Material de Escritorio
e Papel

e Lapiz

o Lapiceros

o Lépiz marcador

e Cuaderno de notas

e Folder manila

e Computadora

o Impresora

F. Otros
¢ Soguillas de sujecion
¢ Estetoscopio

e Termometro

= . "
Leica, Galen lil, Microsystems.Alemania.

4 .
Hemacolor®, Merk.Alemania.

18
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1.7. METODOLOGIA

TEST DE UN PASO PARA EL ANTIGENO DEL
PARVOVIRUS CANINO

= Principios

El Kit del Test Rapido Anigen para CPV Ag es un
imunoensayo cromatografico para la deteccion cualitativa del

antigeno del Parvovirus Canino en las heces caninas.

El Kit del Test Rapido Anigen para CPV Ag presenta las letras
“T".'y “C" como linea del test y linea de control,
respectivamente, en la superficie del dispositivo. La linea del
test y la linea de control no aparecen en la ventana de
resultados antes de aplicar las muestras. La linea de control se
usa para procedimiento de control y debe aparecer en todo
momento si el procedimiento del test se esta realizando
correctamente. Y los reactivos de control del test estan
funcionando bien. En la venfana de resultados aparecera una
linea del test de color purpura si existe suficiente antigeno de

Parvovirus en la muestra.

En la banda del test, se utilizan anticuerpos de Parvovirus
Canino especialmente seleccionados como materiales de
captura y como materiales de deteccién. Ello permite al Kit del
Test Rapido Anigen para CPV Ag identificar con un alto grado
de exactitud el antigeno. de Parvovirus Canino en heces

caninas.
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m Recoleccion y Preparacion de Muestras

1) Para este test, deben usarse muestras de heces caninas.

2) Las muestras deben someterse al test inmediatamente se

recolecten.

s Procedimiento del test

1) Recolecte las muestras de heces caninas usando un hisopo.

2) Inserte el hisopo en el tubo para muestras que contiene 1 ml

de diluyente de la prueba.

3) Mezcle las muestras de hisopos con el diluyente de la

prueba en el pozo de extraccion.

4) Extraiga el dispositivo del test de las bolsas de papel

aluminio y coléquelo en una superficie plana y seca.

5) Usando el gotero desechable provisto, recoja las muestras

del tubo de muestras donde se extrajeron y mezclaron.

©6) Agregue cuatro (4) gotas en el orificio de la muestra usando

el gotero desechable.

El diluyente mezclado de la prueba debe agregarse con

exactitud, de manera lenta, gota a gota.

7) Al iniciar a funcionar el test, se vera el color parpura moverse
en la ventana de resultados en el centro del dispositivo del test.
Si transcurrido 1 minuto, no se observa la migracion, agregue
una gota mas del diluyente mezclado de la prueba al pozo de la

muestra.
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8) Para mejores resultados, realice el test en 5 muestras de
heces diarreicas en el criadero.

9) Interprete los resultados del test en 5 - 10 minutos. No los
interprete después de 20 minutos.

10 éeg.

s !"ﬁ.
saes?

Figura 1. llustracién de la secuencia del procedimiento del test.

= Interpretacion del test

En la seccién izquierda de la ventana de resultados aparecera
una banda de color para indicar que el test esta funcionando
correctamente; es la banda de control. La seccién derecha de
la ventana de resultados indica los resultados del test. Si
aparece una banda de color diferente en la seccidén derecha de
la ventana de resultados, es la banda del test.
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OBTENCION DE SANGRE PARA REALIZAR HEMOGRAMA

Para la obtencion del hemograma se utilizd sangre periférica,
preferentemente de la puncién de la vena cefalica. Luego se
pasé la sangre obtenida desde la jeringa a un tubo con
anticoagulante EDTA (tubo de tapa morada) ya que es el que
preserva en mejor estado las células sanguineas, al ser
transferida la muestra, se quitd la aguja de la jeringa para evitar
la hemdlisis de la muestra y luego, el tubo se agité con

suavidad para la mezcla de {a sangre con el anticoagulante.
Toma de muestra, frotis sanguineo y coloracién:

La sangre se recogié por capilaridad en un tubo capilar
heparinizado.

De este capilar se colocé una gota de sangre en un
portaobjetos y se realizd una extensién (Figura 2) se dejé que
seque para luego colorear.

Figura 2: Frotis de sangre.
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Coloracion de hemacolor
Fundamento

El tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente rojo
purpura, se basa en la interaccibn molecular entre eosina y un

complejo azur B — ADN.

Ambos colorantes forman el complejo. La intensidad de la
coloracion depende del contenido de azur B y de la relacién entre
azur B y eosina amarilla. El resultado de tincién puede ser influido
por diferentes factores como el valor del pH de la solucién
tampon, las substancias tampén (amortiguadores), el tiempo de

tinciéon y la fijacion.

1.8. DISENO ESTADISTICO

Se realizd un analisis estadistico analitico descriptivo por lo tanto
los datos obtenidos en el proyecto, se presentd en tablas y/o

graficos e imagenes digitalizadas.



CAPITULO IV

RESULTADOS

Total de muestras procesadas (Tabla 3) utilizando el kit de inmunoensayo

cromatografico para diagnéstico de parvovirus canino.

Tabla N° 3: Resuitados del kit de inmunoensayo cromatografico a
Parvovirus canino.

Caso N° Resultado
1 +
2 +
4 +
5 +
6 +
7 +
8 +

10 +
11 +
12 +

Los resultados obtenidos del estudio hematoldgico de la serie roja dieron
como resultado 3 casos de anemia (3, 5 y 6) y uno de policitemia (9) (Tabla
4).
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Tabla N° 4: Valores eritrociticos obtenidos del estudio de las muestras.
N° Serie roja
Caso _ _ Hto
Eritrocitos Hb VCM CHGM
mm3) | (@oomp | )| | (%)
1 5630000 12.3 37 65.72 33.24
2 6830000 14.2 43 62.96 33.02
3 4770000 11.6 34 71.28 33.14
4 6500000 12.4 38 58.46 32.63
5 2920000 7.2 22 75.34 32.73
6 4006000 8.1 25 62.41 324
7 6982000 14.5 44 63.02 32.95
8 6431000 12.5 38 59.09 32.89
9 7712000 16.2 49 63.54 33.06
10 5800000 12.7 39 67.24 32.56
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En la Tabla 5, se observa la clasificacibn de anemia de acuerdo a su

morfologia y relacionada con algunos signos observados durante la

evaluacion clinica, sin tomar en cuenta el caso del animal N° 9 que present6

una policitemia relativa.

Tabla N° 5: Presencia de anemia y cambios morfoldgicos eritrocitarios
de los animales en estudio.
‘ Anemia
[+
N* caso | Clasificacion Inmadurez y/o '
Presencia o _ Observaciones
morfoldgica malformaciones
Diarrea, vomitos,
1 NO o
deshidratacién 5 — 6%
2 NO Diarrea y vomitos
v Anisocitosis + Presencia de diarrea
3 S| Macrocitica ; ;
s Ovalocito sanguinolenta profusa,
normocrémica . s
Crenacién voémitos
4 NO Anisocitosis + Diarrea y vomitos
5. S| Macrocitica Anisocitosis + Presencia de diarrea
normocromica | Hipocromacia +++ | sanguinolenta y vomito
- isocitosis ++ . .
6 S| Macrocitica %’:rssggcoj'; de Presencia de diarrea
hipocrémica Howell-Jolly sanguinolenta y vomito
7 NO Diarrea y vomitos
8 NO Diarrea y vémitos
9 NO Diarrea, vomitos y
deshidratacion 6 — 8%
10 NO Diarrea y vémitos




27

Casos
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Grafico 1. Cambios morfoldgicos eritrocitarios y. observaciones -de  los

animales en estudio.
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Microfotografia 1: Extendido de sangre de un perro, se observé Anisocitosis,
presencia de Ovalocito y crenacién. Aumento 1000x. Tincidn
Haemacolor. Caso n° 3.

5

Microfotografia 2: Extendido de sangre, Hipocromacia marcada y
presencia de Anisocitosis. Aumento 1000x. Tincion
Haemacolor. Caso n° 5.



Microfotografia 3:

rpiscuto dé Howell- folly . |

Extendido de sangre. Presencia de corpusculo de
Howell-Jolly y Anisocitosis. Aumento 1000x. Tincion
Haemacolor. Caso n° 6.
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CAPITULO V

DISCUSION

De los10 caninos evaluados clinicamente y con diagnéstico presuntivo de
parvovirus canino se sometieron a la prueba de inmunoensayo
cromatografico (Tabla 3). El diagnéstico clinico de parvovirus canino es
relativamente facil de realizar ya que la anamnesis y los antecedentes

epidemiologicos nos permiten presumir la presencia de este patégeno.

Sin embargo, aunque parvovirus es el principal agente infeccioso de
gastroenteritis en cachorros, otros patégenos han sido encontrados en caso
de diarrea como es el coronavirus canino, y problemas de coccidiosis
(Juarez, 2011). El inmunoensayo debido a su elevada sensibilidad (98%) y

especificidad (100%) nos reportaron resultados de mayor confiabilidad.

De acuerdo a lo observado en la Tabla 5, soélo presentaron anemia
macrocitica normocrémica el 20% y el 10% anemia macrocitica hipocrémica
de los caninos en estudio y malformaciones eritrocitarias 3 de ellos, los
cuales coincidentemente presentaron signos de diarrea sanguinolenta vy
vémi'{os, sin presencia de deshidratacion evidente; estas malformaciones
fueron, principalmente, anisocitosis, corptsculos de -Howell-Jolly, ovalocito e
hipocromasia, alteraciones que nos indican cuadros de anemia regenerativa.
Ademas hubo presencia de crenaciéon. El 60% de los casos se encuentra
dentro del rango de referencia, debido posiblemente a que los pacientes no
tuvieran diarrea sanguinolenta, ni presentaron deshidratacion a pesar de los
vomitos y diarrea que se deberia a un periodo comprendido entre 72 - 96
horas (Juarez,2011). El caso del canino con policitemia relativa (10%) se
deberia a una deshidratacion de grado 6 — 8% mucho mas fuerte que en el

caso del canino N° 1 que presentd una deshidratacion de grado 5 — 6%.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio se llega a lo siguiente:

% Hubo cambios cuantitativos en caninos con parvovirosis en el nimero

total de eritrocitos.

% Se ‘comprobé la presencia de malformaciones eritrocitarias:

anisocitosis, corpusculos de Howell-Jolly, hipocromasia y ovalocitos.
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ANEXO 01

HEMACOLOR® TINCION RAPIDA DE FROTIS SANGUINEOS
Principio

El tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente rojo purpura,
se basa en la interaccién molecular entre eosina y un complejo azur B
— ADN.

Ambos colorantes forman el complejo. La intensidad de la coloracién
- depende del contenido de azur B y de la relacion entre azur B y
eosina amarilla. El resultado de tincidn puede ser influido por
diferentes factores como el valor del pH de la solucién tampén, las
substancias tampdén (amortiguadores), el tiempo de tincién y la

fijacion.
 Material

Frotis de sangre y de medula ésea, material clinico en citologia, como
sedimento urinario, esputo, FNAB biopsia por aspiracion con aguja

fina), imprints, soluciones de lavado.

" Reactivos
Composicion del kit de tincion:

Art. Nro. 1.11674.0001 Hemacolor® kit de tincién 3 x 100 ml, 3 tabl.
Tampon pH 7,2

Art. Nro. 1.11661.0001 Hemacolor® kit de tincion 3 x 500 ml, 6 tabl.
Tampdn pH 7,2
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Reactivos sueltos

En lugar del kit 1.11661.0001 y 1.11674.0001 puede utilizarse

~ también una combinacion de los siguientes reactivos:

Art. Nro. 111955 Hemacolor® solucion 1, solucién fijadora 2,5I

Art. Nro. 111956 Hemacolor® solucion 2, reactivo de coloracién rojo
2,51

Art. Nro. 111957 Hemacolor® solucion 3, reactivo de coloraciéon azul

2,5l

Art. Nro. 109468 tabletas tampdn pH 7,2 segun Weise 1 envase (100
tabl.)

Preparacion
Disolver agitando 1 tableta tampén en 11 de agua destilada.

Técnica

Frotis secados al aire.

a) El frotis seco se sumerge en la solucién fijadora 6 veces con un

intervalo dentro de la solucién de un segundo.

b) Luego se sumerge tres veces por un segundo cada uno en la

solucion de eosina.

c) Se retira el excedente con papel absorbente, y se sumerge en la

tincion de azul de metileno por 6 veces con un segundo de tiempo.

d) Finalmente se enjuaga con agua destilada de un pH de 7.0 para

eliminar el excedente de la tincion.

e) Se deja en un plano inclinado para secar.



Cubeta
Tincién
Hemacolor® solucién 1
Hemacolor® solucion 2
Hemacolor® solucion 3

Solucioén tampoén pH 7,2

. Secar
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Tiempo
5x1s
3x1s
6x1s

2x10s

e Tincidn en el Aparato Automatico de tincion

Tincion Tiempo
Hemacolor® solucién 1 30s
Hemacolor® solucion 2 6s
Hemacolor® solucion 3 4s
Solucién tampén pH 7,2 10s
Lavar 10s
Secar 3min

Estacion DIP
1 on
2 on
3 on
4 on
5 on
6 -



Resultado

Nucleos

Linfocitos

Monocitos

Granulocitos

Neutrofilos

Eosinodfilos

Basofilos

‘ Trombocitos

Eritrocitos

38

rojo a violeta
plasma azul

plasma mayoritariamente azul

paloma

granulos violeta claro

granulos rojo ladrillo a pardo rojizo
granulos violeta oscuro a negro
violeta

rojizo
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ANEXO 02
iINDICES HEMATIMETRICOS

Benjamin (1990), manifiesta que los indices eritrociticos definen el tamano y
el contenido de hemoglobina del eritrocito de valores obtenidos por la cuenta
eritrocitica, la concentracion de hemoglobina y el hematocrito; estos indices

son obtenidos mediante calculos matematicos y son los siguientes:

A. Volumen Corpuscular Medio (VCM): Expresa el volumen promedio del
eritrocito individual, es una forma de calcular el tamano del eritrocito, y se

calcula con la siguiente férmula:

VCM = VGA X 10

N° eritrocitos (millones/microlitro)
El resultado expresa el volumen medio del eritrocito en fentolitros (fl.)

B. Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM): Es la
concentracion de hemoglobina en el eritrocito promedio o la proporcion del
peso de la hemoglobina y el volumen en el cual esta contenido; se calcula

con la siguiente férmula:

CHCM = Hemoglobina (g/dl) X 100

VGA

El resultado se expresa en gramos por decilitro (g/dl)
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ANEXO 03

KIT DEL TEST RAPIDO ANIGEN PARA CPV AG

m Principios
El Kit del Test Rapido Anigen para CPV Ag es un imunoensayo
cromatografico para la deteccion cualitativa del antigeno del Parvovirus

Canino en las heces caninas.

El Kit del Test Rapido Anigen para CPV Ag presenta las letras “T" y “C”
como linea del test y linea de control, respectivamente, en la superficie del
dispositivo. La linea del test y la linea de control no aparecen en la ventana
de resultados antes de aplicar las muestras. La linea de control se usa para
procedimiento de control y debe aparecer en todo momento si el
procedimiento del test se esta realizando correctamente. Y los reactivos de
control del test estan funcionando bien. En la ventana de resultados
aparéceré una linea del test de color purpura si existe suficiente antigeno de

Parvovirus en la muestra.

En la banda del test, se utilizan anticuerpos de Parvovirus Canino
especialmente seleccionados como materiales de captura y como materiales
de deteccion. Ello permite al Kit del Test Rapido Anigen para CPV Ag
identificar con un alto grado de exactitud el antigeno de Parvovirus Canino

en heces caninas.

m Materiales suministrados (10 tests por kit)

1) Diez (10) Test (cassettes) del Kit Rapido Anigen para CPV Ag

2) Diez (10) Tubos para muestras que contienen buffer del diluyente de la
Prueba

3) Diez (10) Hisopos para recoleccién de muestras

4) Diez (10) Goteros desechables

5) Una (1) hoja de Instrucciones de Uso
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m Precauciones

1) Exclusivamente para uso de diagnéstico veterinario.

2) Para mejores resultados, se | requiere seguir estrictamente las
instrucciones.

3) Todas las muestras deben manipularse como material potencialmente
infeccioso.

4) No abra ni extraiga el kit del test de sus bolsas individualmente selladas
herméticamente hasta inmediatamente antes de usarlas.

5) No use el kit del test si la bolsa esta dafada o el sello hermético esta roto.
6) No re-utilice el kit del test.

7) Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de efectuar
la prueba.

8) No use los reactivos después de la fecha de vencimiento marcada en la
etiqueta.

9) Los componentes de este kit han sido sometidos a prueba de control de
calidad como unidad de lote estandar. No mezcle componentes de diferentes

numeros de lote.

= Almacenamiento y Estabilidad

El kit se pude conservar a temperatura ambiente (2~30°C) o refrigerado. El
kit del test estable hasta la fecha de vencimiento que aparece marcada en la
etiqueta del empaque. NO CONGELE EL KIT. No se almacene bajo la luz

solar directa.

m Recoleccion y Preparacion de Muestras
1) Para este test, deben usarse muestras de heces caninas.

2) Las muestras deben someterse al test inmediatamente se recolecten.
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= Procedimiento del test

1) Recolecte las muestras de heces caninas usando un hisopo.

2) Inserte el hisopo en el tubo para muestras que contiene 1 mi de diluyente
de la prueba.

3) Mezcle las muestras de hisopos con el diluyente de la prueba en el pozo
de extraccion.

4) Extraiga el dispositivo del test de las bolsas de papel aluminio y coléquelo
en una superficie plana y seca.

5) Usando el gotero desechable provisto, recoja las muestras del tubo de
muestras donde se extrajeron y mezclaron.

6) Agregue cuatro (4) gotas en el orificio de la muestra usando el gotero
desechable.

El diluyente mezclado de la prueba dehe agregarse con exactitud, de
manera lenta, gota a gota.

7) Al iniciar a funcionar el test, se vera el color purpura moverse en la
ventana de resultados en el centro del dispositivo del test. Si transcurrido 1
minuto, no se observa la migracién, agregue una gota mas del diluyente
mezclado de la prueba al pozo de {a muestra.

8) Para mejores resultados, realice el test en 5 muestras de heces diarréicas
en el criadero.

9) Interprete los resultados del test en 5 ~ 10 minutes. No los interprete

después de 20 minutos.
llustracién de la secuencia del procedimiento del test

10 Seg.
It

Ry
theneisane”

4 gotas -ien_t_"am_ent? r
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m Interpretacion del test

En la seccién izquierda de la ventana de resultados aparecera una banda de
color para indicar que el test esta funcionando correctamente; es la banda de
control. La seccién derecha de la ventana de resultados indica los resultado
del test. Si aparece una banda de color diferente en la seccion derecha de fa
ventana de resultados, es la banda del test.

1) Resultado negativo
La presencia de una sola banda en la ventana de resultados indica un

resultado negativo

2) Resultado positivo
La presencia de dos bandas a color (“T" y “C”) en la ventana de resultados,
sin importar cual aparezca primero, indica un resultado positivo.

3) Resultado invalido

Si la banda purpura no aparece en la ventana de resultados después de
haber realizado el test, el resultado se considera invalido. Es posible que no
se hayan seguido correctamente las instrucciones o el test pudo haberse

deteriorado. Se recomienda volver a realizar el test para esa muestra.
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m Limitaciones del test

Aunque el Kit del Test Rapido para la detecciéon del Antigeno del virus de
Parvovirus Canino es muy seguro, puede ocurrir una baja incidencia de
resultados falsos. Si se obtienen resultados cuestionables, se deben realizar
otras pruebas clinicamente disponibles. Como sucede con todas los tests
diagnosticos, un diagnodstico clinico definitivo no debe basarse en los
resultados de un solo test, sino que debe formulario un veterinario después
de haber evaluado todos los hallazgos clinicos y de laboratorio. El limite de

deteccidon de este test es aproximadamente 104.0TCID50/0.1ml.



ANEXO 04

Tabla N° 6. Datos adicionales de los caninos.

CASON°  NOMERE 55:905
1 Duke 2 'Machq .
2 Princesa 3 Hembra
3 Denky 2% Macho
4 Calata 2 Hembra
5  Cuimy 2 Hembra
6 Princesa 2 Hemb‘ra
7 Hosh 3 _Mécho
8 Laica 2% Hembra
9 Jhanna 3 Hembra
10 Shasha 3 Hembra
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Tabla N° 7: Valores leucociticos obtenidos del estudio de las muestras.

Caso Leucocitos Férmuta Neutréfilos Neutrofilos L . . i
3 o Eosindfilos Basdfilos Monocitos Linfocitos
N° mm leucocitaria abastonados segmentados
Relativa 03 79 02 00 00 16
1 3800
Absoluta 114 3002 76 00 00 608
Relativa 05 76 03 00 00 16
2 6950
Absoluta 347.5 5282 208.5 00 00 1112
Relativa 04 78 00 00 00 18
3 2450
Absoluta 98 1911 00 00 00 441
Relativa 04 81 03 00 01 1
4 15000
Absoluta 600 12150 450 00 150 1650
Relativa 05 73 02 00 ' 01 25
5 3950
Absoluta 197.5 2883.5 79 00 39.5 987.5
Relativa 05 73 03 00 01 18
6 4600
Absoluta 230 3358 138 00 46 828
Relativa 02 65 01 00 01 3
7 4200
Absoluta 84 2730 42 00 42 1302
Relativa 03 79 00 00 00 18
8 25600
Absoluta 75 1975 00 00 00 450
Relativa 02 78 02 00 00 18
9 4100
Absoluta 82 3198 82 00 00 738
Relativa 07 87 01 00 00 05
10 20000
Absoluta 1400 17400 200 00 00 1000
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En la Tabla 8, se observa los cambios leucocitarios, tanto en numero total de
leucocitos como de los diferentes tipos celulares leucociticos, apreciandose
un 80% de casos con leucopenia y un 20 % de leucocitosis. Los cambios en
los tipos celulares se dan mayormente con neutropenia (70%), neutrofilia
(20%) y normal (10%); deéviacién a la izquierda regenerativa (20%) y
linfopenia (30%).

Tabla N° 8. Presencia de cambios leucocitarios de los animales en

estudio.
N° Neutréfilos Neutrdfilos
Leucocitos Eosindfilos | Basofilos | Monocitos | Linfocitos
caso abastonados. | segmentados
1 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal Normal Linfopenia
2 Leucopenia Normal Normal Normal Normal Normal Normal
3 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal | Normal Linfopenia
4 | Leucocitosis El)aeisz\’;i?;?gaa Neutrofilia Normal Normal | Normal Normal
5 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal | Normal Normal
6 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal | Normal Normal
7 Leucopenia Normat Neutropenia Normal Normal | Normal Normal
8 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal | Normal Linfopenia
9 Leucopenia Normal Neutropenia Normal Normal | Normal Normal
10 | Leucocitosis ?aeis;’(;i?;?g: Neutrofilia Normal Normal | Normal Normal
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ANEXO 086

MATERIALES

A. MATERIAL BIOLOGICO

Fotografia 1. Material bioldgico listo para la toma de muestra, canino positivo

a parvovirus canino.

B. MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

Material de vidrio

Fotografia 2. Materiales que se usaron para el procesamiento de las
muestras de sangre.



Equipos

Fotografia 4. Cen{n’fuga para microhematocrito.®

°© Leica, Galen i, Microsystems.Alemania.
SHeraeusHAEMOFUGE Heraeus Christ. Alemania.

B
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Reactivos

Fotografia 5. Solucién Hemacolor’

C. METODOLOGIA

Fotografia 6. Kit de PVC positivo

"Hemacolor® Merk.Alemania.



e W AR LA

Fotografia 9. Obtencién del volumen globular aglomerado.
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