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RESUMEN

La elaboracion de este trabajo tiene como sustento la medicina basada en
evidencias, teniendo como base las pruebas de laboratorio y los resultados de estas
para una correcta interpretaciéon. No solo busca tener los protocolos, sino también
los resultados esperados para asi reforzar lo aprendido y formar egresados con una
capacitacion integral. Los alumnos interesados en seguir con su profesionalizacion
cuentan con este material de apoyo para continuar con su aprendizaje y reforzar su

formacion, teniendo como base este trabajo de procedimientos.

Se abordan detalladamente aquellas practicas que se realizan en la parte de
laboratorio en las asignaturas de “Patologia Clinica Veterinaria y Laboratorio de
Andlisis Clinicos”.

Asi mismo, tiene como objetivo que la parte practica sea mas interesante y claro
para el estudiante. Por lo que cada practica contara con una breve introduccion
detallando la importancia de las técnicas, el fundamento, el objetivo de cada prueba,
materiales necesarios, método(s) o metodologia(s) a seguir y resultados de dichas
pruebas que se realizan. Este trabajo incluye una serie de imagenes que ilustraran
de forma més precisa los procedimientos que se realizan dentro de las instalaciones

de “Laboratorio Veterinario México”.

Se espera que, puedan observar cdmo se deben de hacer de manera precisa dentro
de la parte médica, asi mismo, pueden observar el como son, como se realizan
estos protocolos, y puedan conocer los resultados, y las interpretaciones de las
pruebas. Dicho manual pretende que el aprendizaje sea provechoso para todos
aquellos alumnos que se encuentren cursando dichas asignaturas. Asi como, a los
egresados de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia en el ejercicio

profesional cotidiano.

Se tiene como base las practicas que se realizan en los laboratorios de las
asignaturas, ademas de incluir practicas y sus procedimientos que no se incluyen
actualmente en los laboratorios escolares de la FESC-UNAM, pero que se
consideran de suma importancia en el ambito laboral y que permiten conocer los

procedimientos y resultados de estos.



Este trabajo se divide abordando las areas en las cuales se llevan a cabo las
practicas para que el alumnado identifique la manera para obtener resultados

optimos dentro de los laboratorios clinicos.

Cdédigo de colores de los tapones de los tubos de ensayo de acuerdo con la
Norma ISO 6710

La Norma ISO 6710 (2020), ademas de regir a todos los laboratorios, establece una
guia de colores para cada tubo, su funcién y sus aditivos para preservar muestra y
el tipo de muestra idonea. Dentro de esa Norma, encontramos la siguiente

informacion con respecto al codigo de colores:
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COLOR DEL TAPON ADITIVO Uso
1. Tubo con tapa roja
=/
29 Sin aditivos

Activa factor Xll de la cascada de

coagulacién
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2. Tubo con tapén verde

Heparina de litio

Permite accion de
trombocitos

Activa antitrombina Il

Ideal para aves, reptiles,

anfibios

Gel separador

e Separa glucosa del suero

12




4. Tubo con tapa azul

Citrato de sodio

e Evalla via intrinseca vy
extrinseca de la cascada de

coagulacion

5. Tubo con tapa morada

Acido

etilendiaminotetraacetico

(EDTA)

e Pruebas de hematologia,

preserva morfologia celular
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6. Tubo con tapa naranja

Gel separador
Trombina

e Activador de codgulo

Fluoruro de sodio

e Pruebas de glucosa

sangre

en

14




8. Tubo con tapa blanca Gel separador o NR**

EDTA

Tabla 1. Informacion recuperada de: Instituto Nacional de Sal ud, Direccion Redes en Sal ud Publica,
Manual de procedimientos para la toma, conservacién y envio de muestras al Laboratorio Nacional

de Referencia; Bogota, D.C., octubre de 2020. Elaborada por Vanegas L., 2023. Imagenes
recuperadas de *

*NR= No referido, no hay informacion suficiente
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Elaboracion de reactivos y soluciones necesarios para el procesamiento de
las muestra

a) Solucion de bicarbonato al 5%

Es de utilidad cuando se va a realizar la prueba “digestion de la pelicula

radiografica”.
Para prepararla, se necesita:

a) 5 gms de bicarbonato.
b) 100 ml de agua purificada.
c) Frasco con tapa.

PROCEDIMIENTO:

1. Se agrega el bicarbonato al recipiente y posteriormente se vierten 100 ml de
agua.
2—Mezclar bien hasta que el bicarbonato quede disuelto en el agua, y proceder

a tapar el recipiente. Finalmente, rotular con un marcador.

b) Solucion saturada de Sal (NaCl)

Es la mas empleada en la mayoria de las pruebas de laboratorio, sirve para la

elaboracién de diferentes protocolos (parasitologia, coprologico, etc.).
Se necesita para preparar:

a) 500 gms de cloruro de sodio.
b) 1 litro de agua coman.

c) Frasco con tapa.

16



PROCEDIMIENTO:

1. Se debe agregar en un frasco con tapa el cloruro de sodio, posteriormente
verter el agua, mezclar vigorosamente hasta que se disuelva en su totalidad.

2. Se procede a rotular el frasco con el nombre de la solucion.

3. Para comprobar que realmente esta saturada, se debe medir su densidad en

el refractometro, esta debe ser de 1.060

c) Resina

Esta solucion unicamente se emplea para el montaje de las laminillas que han sido
trabajadas, esto permite tener un mejor enfoque de las estructuras y ayuda a evitar

gue se sequen o0 se muevan de la zona que esta enfocada.
Para su elaboracion se necesita:

a) Resina sintética.
b) Xilol.

c) Frasco de vidrio.
d) Palitos de madera.

s
\(DIMETIL BENCEN
CgHio PM 106,17

~ Punto de inflamacic °

E &

§ 15-30%

& = = cas: 1330-207
Wedio de montaje para
1 microscopia ? Almacenaje’ Ro)

. f 1630 °C
g

Almacenaje: Roj©
s

Imagen 1. Materiales necesarios para la elaboracion de resina.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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PROCEDIMIENTO:

1. Verter el xilol lentamente en un frasco con resina, hasta lograr una solucion
manejable (que no esté viscosa ni muy liquida).
2. Finalmente rotular el frasco y colocarlo en la zona donde se realizara el

montaje de los extendidos.

Es importante saber que el xilol contiene componentes dafinos para la salud, por lo
qgue, se debe tener mucha precaucion al manejarlo, se recomienda el uso de

guantes de latex, cubre bocas y googles para mayor seguridad.

EFECTOS DE SOBREEXPOSICION
Inhalacién Puede producir dolores de cabeza, vértigo, depresion
del sistema nervioso central, irritacion de mucosas y
tracto respiratorio

Contacto con piel Dermatitis seca

Contacto con los ojos Irritacion

Ingestion Dolor de cabeza, narcosis, hauseas
Riesgos al medio Peligroso para los medios acuaticos
ambiente

Tabla 2. Recuperada de HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD DE PRODUCTOS QuUIMICOS (HDS)/ Xilol.
Tomada el 07 de julio de 2023.
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d) Formol 10%

Esta solucion es de utilidad cuando se realizan estudios histopatologicos, ya que
una vez que el médico retire la pieza a examinar, estad debe ser conservada en

formol hasta que el mensajero responsable del laboratorio acuda a recogerla.

El formol ayuda a frenar los procesos de deterioro de la muestra, ademas ayuda a
conservar la arquitectura tisular y de los tejidos adyacentes, esto con el fin que el

diagndstico histopatol6gico sea lo mas acertado posible.

Para preparar un litro de solucion de formol al 10%, se emplea:

a) 900 ml de agua destilada.
b) 100 ml de formalina Buffer.

c) Recipiente con tapa.
PROCEDIMIENTO:

1. Agregar en un recipiente con tapa el agua destilada, posteriormente verter la
solucién de formalina.

2. Mezclar homogéneamente hasta que ambas soluciones se integren
completamente.

3. Rotular el frasco.

Estd solucion debe ser manejada con mucho cuidado, ya que, contiene
componentes perjudiciales para la salud de aquellos que estén en contacto directo
con él.

e Emite vapores irritantes a nivel ocular y respiratorio.

e Puede producir ceguera.

e Sensibilizante cutaneo muy potente.

e SegunlalARC, en 2011, esta clasificado como agente cancerigeno. (Imagen
3)

Imagen 3. Recuperada de la pagina web https://www.diagnosticoveterinario.com/el-uso-del-
formol-en-la-clinica-diaria/6408. 07 de julio 2023

19



e) Alcohol-acido

Esta solucion es de utilidad en el area de coproldgica, especificamente en el uso de
la tincion Kinyoun, que permite la identificacion de ooquistes de Cryptosporidium.
Posee el mismo fundamento para la tinciébn de bacterias acido-alcohol resistente
(BAAR).

Para su elaboracién dentro del laboratorio se necesita:

a) Acido muriatico.
b) Alcohol al 96°.

c) Frasco con tapa.
PROCEDIMIENTO:

a) Colocar en el frasco con tapa, 30 ml de acido muriatico y 70 ml de alcohol del
96° para homogeneizarlos de manera correcta.
b) Rotular con un marcador permanente para evitar confusiones en el personal

del laboratorio.

20



HEMATOLOGIA

Hemograma

Es el estudio de los componentes sanguineos, estos componentes se dividen en
cuantitativos (conteo total de células, conteo diferencial e indices
eritrocitarios), y cualitativos (morfologia de las células sanguineas). Para su
correcta interpretacion se divide en dos:

% Eritrograma: Evalla los eritrocitos, los indices eritrocitarios y la morfologia
de los glébulos rojos asi como algunas alteraciones en su morfologia
(poiquilocitos), y ademas descarta o no la presencia de inclusiones
eritrocitarias y por ultimo reporta si esta presente o no el fenbmeno de
Rouleaux o aglutinacion.

Se debe reportar lo siguiente: eritrocitos totales, hemoglobina, hematocrito,
indices eritrocitarios (Volumen Corpuscular Medio (VCM), Concentraciéon de
Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Media
(HCM)).

% Leucograma: Evalia los globulos blancos, y permite tener un mejor
panorama de la respuesta inmune celular del paciente; asi mismo evalla
cada linea celular para determinar si hay un aumento o una disminucién de
estas células, asi como, también nos permite evaluar su morfologia (si estan

bien preservados, si estan reactivos, en banda o segmentados). *

Eritrograma

Un componente importante del hemograma es la determinacion del hematocrito, que
es la cantidad de eritrocitos presentes en el tejido sanguineo.

Para la determinacion del hematocrito se utiliza un equipo, el cual arroja el valor del
hematocrito, y este valor es especifico por especie, también puede existir un
aumento en el valor del hematocrito el cual puede estar determinado por
hemoconcentracion, convulsiones o excitacion; es importante determinar e
identificar las partes que comprende el hematocrito ya que en cada una podemos

realizar diferentes interpretaciones y mediciones.
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Las capas que componen al hematocrito son:

a) Paquete rojo: Se concentran el 100% de los eritrocitos disponibles de la
muestra.

b) Capa leucoplaquetaria: Se confirma la presencia o la ausencia de
microfilarias de Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens y Acanthocheilonema
reconditum.

c) Plasma: Se pueden hallar algunos artefactos ya sean in vivo o in vitro del

paciente, ya sea hemalisis, ictericia o lipemia.

"1 e DT TR <

Imagen 4. Capilar para determinacion de hematocrito, donde se pueden
observar (a) Paquete rojo, (b) capa leucoplaquetaria, (c) plasma.

Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”,
por Vanegas L., 2022.

Al realizar el procesamiento del eritograma, se debe considerar conteo de globulos
rojos.
Este se puede llevar a cabo mediante 2 formas: conteo manual y conteo

automatizado.
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Protocolo determinacion del eritrograma.

Hematocrito
Materiales:
a) Muestra sanguinea recolectada en un tubo con tapon morado.
b) Capilares.
c) Mezclador.
d) Encendedor.
e) Portaobjetos.
f) Centrifuga.
g) Espectrofotometro.

h) Microscopio.

Procedimiento:

1. Colocar la muestra previamente recolectada en el mezclador para agitarla

suavemente, evitando que los eritrocitos se rompan. (Imagen 5 (A))

Imagen 5 (A). Los tubos se colocan en el equipo mezclador para que sean agitados. (B) Capilares para recoleccion
de muestra sanguinea.
Fotografias tomadas en /as instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

2. Tomar un capilar y retirar el tapon del tubo previamente agitado, agregar el

capilar dentro del tubo e inclinarlo un poco para que se llene por capilaridad.
(Imagen 5)
3. Sellar el capilar con ayuda del encendedor para que la muestra no se

derrame en la microcentrifuga. (Imagen 6 (A))
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4. Colocar en la microcentrifuga el capilar, observando que la parte previamente
sellada quede viendo hacia dentro de la centrifuga y se pone un contrapeso

en paralelo del capilar. (Imagen 6(B))

Imagen 6 (A). Se sella el capilar con ayuda de un encendedor. (B) Los capilares se colocan en
paralelo para generar un contrapeso en la centrifuga.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

5. Accionar la centrifuga a 1300 rpm durante 5 minutos para separar el plasma
del paquete rojo.

6. Retirar el capilar de la centrifuga para posteriormente hacer la medicion del
hematocrito con ayuda de un equipo. (Imagen 7)

7. Fraccionarlo donde queda la capa leucoplaquetaria para asi tener 2 partes,

una donde esta la capa roja y donde encontramos el

(B)

Imagen 7 (A). Se realiza la lectura con él equipo. (B) Se
fracciona el capilar para separar el plasma del paquete rojo.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio
Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.




8. Calibrar el espectrofotdmetro con agua destilada para hacer la medicién de
proteinas.

9. Dejar caer una gota del plasma en el espectrofotdmetro previamente
calibrado y hacer la lectura de las proteinas orientando el espectrofotometro a

una fuente de luz. (Imagen 8)

Imagen 8. Se deposita una gota de plasma en el refractometro, y se direcciona a una fuente de luz para
tener mejor visibilidad.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.
10. Anotar los valores de las proteinas en la bitacora.
11.Posteriormente tomar el capilar que contiene el paquete rojo y, colocar una
gota en un portaobjetos y con ayuda de otro portaobjetos hacer un

movimiento de arrastre o de Squash. (Imagen 9(A) y (B))
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Imagen 9 (A). Se deposita una gota de sangre en un portaobjetos, y con ayuda de otro se realiza el
movimiento. (B) El extendido debe realizarse en forma de Squash.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

12.Fijar el frotis al aire, para posteriormente hacer la tincion de Wright (véase
capitulo: Tinciones).

13.Una vez hecha la tincién, se deja secar el frotis, agregar un poco de resina y
finalmente agregar un cubreobjetos para la evaluacion en un microscopio y

poder apreciar la morfologia eritrocitaria.
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Conteo automatizado
Materiales:
a) Muestra sanguinea recolectada y depositada en un tubo con tapén morado.
b) Equipo mezclador.

c) Equipo de contador automatizado (Hemat 18).

Procedimiento:
1. Colocar la muestra del paciente en el mezclador durante unos segundos,

para evitar formacion de microcoagulos. (Imagen 10)
A =

Imagen 10. Los tubos son colocados en el mezclador para evitar la formacion de microcodgulos.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

2. Posteriormente, encender el equipo Hemat 18 y seguir las instrucciones que
aparecen en la pantalla hasta que permita hacer la toma de muestra. (Imagen
11 (A)

3. Una vez que el equipo esté listo para trabajar, saldra una aguja que se
encargara de succionar la muestra, se debera acercar el tubo con la muestra
para succionar 10 microlitros.

4. Esperar unos segundos a que la lectura termine, los resultados apareceran

en la pantalla del equipo.
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5. Finalmente, los resultados arrojados se deberan anotar en la bitadcora de uso
interno del laboratorio. (Imagen 11 (B))

=
=
51
Q
1<}
=}

Imagen 11 (A) Pantalla del equipo Hemat 18 (B) Bitacora de uso diario dentro del laboratorio.
Fotografias tomadas en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2023.
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Conteo manual

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Muestra de sangre depositada en un tubo con tapon morado.
Mezclador.

Céamara de Neubauer.

Pipeta de Thoma.

Diluyente Hayem.

Gasas o0 papel absorbente.

Papel parafilm.

Microscopio.

Procedimiento:

1.

Dejar en el mezclador la muestra sanguinea para evitar formacion de
microcoagulos.

Llenar la pipeta de Thoma con sangre hasta la marca de 0.5, en caso de que
se exceda esta marca se debera absorber el excedente con una gasa o papel
absorbente.

Verter el diluyente de Hayem dentro de la pipeta hasta la marca de 101.

(Imagen 12).
B
AA
L L |
[ |
C] o e i e e s I e==_f )

Nota: Se debe llenar hasta la marca 0.5 con sangre (A), posteriormente, se agrega diluyente
Hayem hasta la marca (B).
Imagen 12. Recuperada de internet, y modificada por Vanegas L 2023

Sellar la punta de la pipeta con papel parafiim y colocar en el mezclador
durante 5 minutos.
Finalizado el tiempo, destapar la pipeta de Thoma y decantar las primeras 3 0

4 gotas.
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6. Colocar una gota pequefia en un extremo de la camara para llenarla por

capilaridad. (Imagen 13)

Imagen 13. Camara de Neubauer empleada para realizar el conteo de forma manual.
Recuperada de internet.

7. Colocar la camara en el microscopio y enfocar un cuadrante con el objetivo
de 10x.

8. Posteriormente enfocar con el objetivo de 404 y realizar el conteo sobre el
cuadro central de la camara.

9. El conteo de glébulos rojos se realiza en 5 cuadrantes pequefios, 1 central y
los 4 de las esquinas, al momento de realizar el conteo se deben considerar
aquellas células que toquen las lineas superiores y del cuadro izquierdo del
cuadro pequefio, pero no se consideran las células rojas que estén tocando
las lineas inferiores y del lado derecho. (Imagen 14)

1.0 mm

RS S

0. 25 mm

A B

Imagen 14. Con el objetivo de 40x se observa el cuadrante central para delimitar el conteo (A), una vez delimitado, se
hace el conteo en 5 cuadrantes, contando 1 central y los 4 de las esquinas (B).
Imagen recuperada de internet, y modificada por Vanegas L., 2023
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Para realizar el conteo, se debe multiplicar el nimero de glébulos rojos por 10,000
para obtener el niimero de eritrocitos por mm?.
Este factor resulta de multiplicar entre si el factor 1/200 que resulta de la dilucién de
los eritrocitos en solucion fisiologica (x200), el desnivel de la cdmara de 0.1 mm
para llevarlo a 1 mm (x10) y el haber contado 5 cuadrantes de la camara central
(x5).%

GRmm?3 = #CCx200x10x5

El resultado de la multiplicacion se obtiene en mm?®, por lo cual debe ser cambiado a
unidades internacionales, por lo cual, se debe realizar:
GRmm3x1,000,000

Se debe expresar el nimero de eritrocitos en volumen 10*?/L y se debe recorrer el

punto decimal doce lugares a la izquierda.
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Reticulocitos

Los reticulocitos son eritrocitos jovenes o inmaduros, que se hallan en la sangre
circulante (también denominados hematies granulosos o eritroblastos), que han
perdido su nucleo, pero que conservan grandes cantidades de ARN ribosomal
citoplasmatico.
Los metarrubricitos (estado previo) a nivel medular destruyen su nucleo y se
transforman en reticulocitos. Estos continlan desarrollandose en la médula Gsea
durante 72 hrs antes de entrar en la circulacion general, una vez que entran en 24
hrs se transforman en células adultas (eritrocitos).
La sustancia granulosa que presentan en su interior (residuos de protoporfirinas que
no se utilizaron en la sintesis del grupo Hem), es posible evidenciarla con técnicas
especiales de tincién, como la coloracion supravital con azul brillante de cresil o
azul de metileno nuevo. Esta coloracion supravital provoca la precipitacion del
ARN, se une a la protoporfirina y forma la sustancia granulosa evidenciable, es
decir, un complejo constituido por proteina-ARN-colorante. Segun la cantidad de
ARN presente, varia el grado de precipitacion y por ende la cantidad de sustancia
granular, esto permite clasificar a los reticulocitos en:

e Agregata o Reticulo incompleto: bastante sustancia granular.

e Punctata o Puntiformes: con poca sustancia granular.

En el perro existe un nimero aproximado de mas del 1 % de reticulocitos de tipo
agregata. En el gato en cambio existen del tipo agregata y punctata en el torrente
sanguineo.”

Son de gran utilidad para poder clasificar las anemias, ya que una anemia
regenerativa es aquella en la que médula 6sea responde de manera adecuada, y
envia estas células inmaduras al torrente sanguineo para que puedan madurar y
corregir la anemia; por otro lado, una anemia no regenerativa se caracteriza por una
pobre o inadecuada respuesta de médula 6sea, ya que es incapaz de liberar estas

células al torrente sanguineo.*
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Protocolo conteo de reticulocitos

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Muestra de sangre.
Azul de metileno.
Tubo Eppendorf.
Pipeta de plastico.
Portaobjetos.

Aceite de inmersion.

Procedimiento:

1.

Agregar 2 gotas de sangre y 2 gotas de azul de metileno en un tubo

Eppendorf, y homogeneizar.

2. Tomar 1 gota de la muestra con ayuda de la pipeta de plastico.

Agregar esta gota en un portaobjetos y con ayuda de otro, realizar un
extendido.

Dejar secar el extendido al aire libre, posteriormente pasarlo al microscopio.

5. Colocarlo en el microscopio, y agregar una gota de inmersion, posteriormente

realizar la observacion al microscopio. (Imagen 15)

Imagen 15. Observacion de reticulocitos (puntilleo azul dentro los eritrocitos).
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario 33
México” por Vanegas L., 2023.



6. Si hay presencia de reticulocitos, indica que la médula 6sea responde de
forma adecuada; si no hay presencia, es indicativo que la médula 6sea no
responde de forma adecuada.

7. Para poder hacer el conteo, se multiplica:

Total de reticulocitos = (Reticulocitos contados en el campo)(No. de eritrocitos)
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Leucograma

Una vez realizado el eritrograma, se debe realizar la evaluacion y el conteo de

glébulos blancos, en el torrente sanguineo se encuentran circulando neutrdfilos,

linfocitos, monocitos, eosinodfilos y basdfilos, y cada uno cumple con una funcion

distinta dentro del organismo, en conjunto, el sistema leucocitario cumple con la

funcidon de defender al organismo de lo que es ajeno; no obstante, cada uno de los

leucocitos tiene funciones diferentes y cada uno se comporta como un sistema

independiente, aunque relacionado con los demés.’

Neutrofilos

Funcionan como la primera linea de defensa del organismo.

Pueden encontrarse en forma de banda o segmentados.

Neutroéfilos en banda

Son redondos y pequefios.

Con nucleo en forma de U o de herradura, con los lados
paralelos.

Cantidades moderadas de citoplasma azul o azul claro, con

cromatina nuclear condensada.

Neutrofilos segmentados

10-12p de diametro.

Citoplasma que va del azul claro al rosaceo.

Nucleo segmentado con unos 3-5 I6bulos.

Color violeta, cromatina nuclear condensada y Iébulos

nucleares unidos por filamentos delgados de cromatina.
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Linfocitos

Poseen un nucleo redondo con la cromatina condensada y
manchada, que se tifie de color violeta muy intenso y esta
rodeado por una corona de citoplasma basofilo (azul palido).
Pueden variar de tamafio, van desde 6-18.

Se clasifican en pequefios, medianos y grandes.

Monocitos

Dentro de los tejidos reciben el nombre de macréfagos.

Son los leucocitos mas grandes con unos 15-20p de
diametro.

Citoplasma moderado a abundante en cuanto a cantidad y de
color azul cielo o azul-gris.

La forma del nucleo es muy variable, que puede ser redondo,
en forma de rifionada, lobulado, en forma de U o en forma de
S.

Eosino6filos

Ligeramente méas grande que el neutrofilo maduro.

Nucleo segmentado pero no de manera tan estrecha, con
solo 2-3 Iébulos, de color violaceo.

El citoplasma basofilo contiene granulos redondeados,

prominentes y de color rojizo a rojizo-anaranjado.

Basofilos

Células redondas que son ligeramente mas grandes que los
neutrofilos.

Nucleo segmentado, elongado y en forma de cinta con
cromatina condensada.

Citoplasma es de color purpura claro con granulos de color

rojo violeta o azul intensos.

Tabla 2. Informacion e imagenes recuperados de Gallo, 2014, elaborada por

Vanegas L., 2023
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El conteo de leucocitos puede realizarse de las mismas maneras que se realiza el

conteo de glébulos rojos.

Protocolo determinacion del leucograma

Conteo automatizado.

e Se siguen los mismos pasos para el conteo de GR de manera automatizada.

(Imagen 16)

Imagen 16. (A) Pantalla del equipo Hemat 18, para la determinacién de WBC. (B) bitacora de uso interno para

anotar los valores.
Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”.

Vanegas L., 2023
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Conteo manual.
Materiales:

a) Muestra de sangre depositada en un tubo con tapén morado.

b) Mezclador.

c) Camara de Neubauer.

d) Pipeta de Thoma.

e) Solucion Tark.

f) Gasas o papel absorbente.

g) Papel parafilm.

h) Microscopio.

Procedimiento:

a) Dejar en el mezclador la muestra sanguinea para evitar formacion de
microcoagulos.

b) Llenar la pipeta de Thoma con sangre hasta la marca de 0.5 (Imagen 15 (A)), en
caso de que se exceda estd marca absorber el excedente con una gasa o
papel absorbente.

c) Introducir la pipeta en el frasco que contiene el reactivo de Turk y llenarlo

hasta la marca de 11. (Imagen 17 (B))

S E=T

Imagen 17. Se debe llenar hasta la marca 0.5 (A) de sangre; posteriormente se introduce la pipeta en el frasco con
reactivo Turk (B)
Imagen recuperada de internet y modifica por Vanegas L., 2023.

d) Sellar la punta de la pipeta con papel parafilm y colocarla en el mezclador

durante 5 minutos.
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e) Destapar la pipeta de Thoma y decantar las primeras 3 0 4 gotas.

f) Colocar una gota pequefia en un extremo de la camara para llenarse por

capilaridad. (Imagen 18).

Imagen 18. Camara de Neubauer empleada para realizar el conteo de forma manual.
Recuperada de internet.

g) Se coloca la cAmara en el microscopio y se enfoca con el objetivo de 10,.

h) El conteo debe realizarse en los 4 cuadrantes de las esquinas de la camara,
cada uno de estos cuadrantes grandes estan divididos en 16 cuadros mas
pequenos. (Imagen 19).

i) Se cuentan aquellos que se encuentran en el centro del cuadrado y aquellos
gue tocan los bordes del lado izquierdo e inferior del mismo.

1.0 mm

0. 25 mm

Imagen 19. El conteo debe realizarse en los 4 cuadrantes de las esquinas, y en forma de zigzag. 39
Imagen realizada por Vanegas L., 2023.



El ndmero obtenido se multiplica por 50 para obtener la cantidad de leucocitos por
mm? en sangre, este factor resulta de multiplicar el factor de 1/20 de la dilucién
(x20), el desnivel de la camara de 0.1 mm para poder llevarlo a 1 mm (x10) y dividir

entre los cuadrantes contados.?®

#CCx20x10
4

GB mm?3 =

El conteo celular se expresa en células por mm?, el cual debe cambiarse a unidades
internacionales, el valor se expresa en 10%L, por lo que se debe multiplicar por

1,000,000 y se recorre el punto 9 lugares a la izquierda.”
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Pruebas cruzadas de compatibilidad sanguinea.

Este tipo de pruebas son un recurso en la medicina veterinaria que ayudan a evitar
reacciones inmunolégicas generadas a transfundir sangre que es incompatible,
como en casi todas las pruebas cuenta con limitantes, pero este tipo de pruebas
entre donador y receptor no indican que ambos tienen el mismo tipo de sangre,
indican que no se han detectado anticuerpos dirigidos contra los eritrocitos de uno y
otro.?*

En medicina veterinaria son muchas las ocasiones en las que resulta necesario
realizar una transfusion de sangre. Sus importantes beneficios terapéuticos han
generado un considerable incremento en la demanda de transfusiones de sangre y
sus derivados, pero hay que saber administrarlas correctamente ya que no estan
exentas de riesgos.’

Este tipo de pruebas se realizan cuando tenemos pacientes con intoxicaciones
fuertes, y cuando hay eventos hemoliticos, como lo puede ser anemia hemolitica o
por pérdidas fuertes en eventos traumaticos o durante una cirugia que requiera un

mayor aporte sanguineo, como puede ser una esplenectomia.

Productos sanguineos disponibles

Tradicionalmente, la sangre completa era el Unico producto utilizado para
transfusiones en perros y gatos. En la actualidad la sangre completa se puede
separar en diferentes componentes, lo que hace posible transfundir a cada paciente
el producto mas idéneo en funcion de su patologia especifica. Debe seleccionarse
siempre el que aporte los maximos beneficios y minimos riesgos para el paciente.
Algunos Centros Veterinarios disponen de los medios para la obtencion de los
diferentes derivados sanguineos pero, en su defecto, se puede recurrir a los Bancos
de Sangre comerciales que ya existen a tal fin en nuestro pais.’

Reposicion de globulos rojos: Anemias

La hemoglobina es la principal responsable del transporte de oxigeno a los tejidos:
reducciones en la concentracion de hemoglobina o en el numero de glébulos rojos
conllevan una hipoxia tisular que puede tener consecuencias muy graves para el
paciente y que soOlo podra ser compensada reponiendo estos factores. La cuestion

para la que no existe respuesta clara y concreta es cual es el hematocrito por
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debajo del cual el paciente necesita una transfusion. Este valor de hematocrito/
hemoglobina (denominado gatillo para transfusion, transfusion trigger) no se ha
podido establecer de forma unanime, ya que es variable en funcion de la rapidez
con la que se haya producido el descenso del hematocrito, y también en funcién de
la causa de ese descenso. Los dos principales mecanismos fisiologicos
compensadores de anemias son: aumento del gasto cardiaco y aumento de los
niveles intraeritrocitarios de la enzima 2,3-difosfoglicerato, que favorece la
cesion de oxigeno a los tejidos.

En las anemias cronicas y normovolémicas (descenso progresivo del hematocrito.
sin pérdida de volumen circulante, como anemias hemoliticas o hipoproliferativas
cronicas) se ponen en marcha de forma efectiva ambos procesos. En las anemias
agudas (hemoliticas o hemorragicas agudas) no da tiempo a aumentar la sintesis de
2,3-difosfoglicerato, lo cual hace que la hipoxia tisular sea muy severa incluso con
valores de hematocrito relativamente altos, especialmente si la anemia se asocia a

hipovolemia (incapacidad para aumentar de forma efectiva el gasto cardiaco).’

Justificacion de la terapia transfusional
La separacion de la sangre en sus distintos componentes permite satisfacer las
necesidades especificas de un paciente y garantiza la utilizacion optima de la
sangre. Hay tres principios de la terapia transfusional que deben ser tomados en
cuenta en el momento de administrar productos sanguineos:
a) Se debe identificar la causa de la deficiencia
La deficiencia de un componente sanguineo puede ser derivada por una
produccién disminuida del mismo, a una pérdida aumentada, a su destruccién
0 secuestro.
La reposiciobn de un componente sanguineo deficiente es solamente una
medida transitoria debido a su corto tiempo de vida. La deficiencia volvera a
producirse a menos que la causa sea debidamente identificada y corregida.
b) Solamente debe administrarse el componente deficitario
Si se necesita un componente sanguineo determinado, el producto
administrado debe contener la maxima concentracion de aquel y cantidades

minimas de otros componentes.
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c) Debe haber maxima seguridad en el producto sanguineo y su administracion
De la administracion de hemocomponentes pueden aparecer diversas
complicaciones, pero el riesgo de que se produzcan puede reducirse al
minimo mediante una rigurosa atencion en la metodologia del banco de

sangre.'®

Se han identificado mas de 12 tipos sanguineos en caninos. Estos tipos han sido
designados por el acrénimo DEA (Dog Erythrocyte Antigen) (Antigenos de los
eritrocitos del perro) y un numero (DEA 1, DEA 2, DEA 3, entre otros). DEA 1 tiene
dos importantes alelos: 1.1 y 1.2. DEA 1.1 positivo es el tipo mas comun de sangre

canina.*®
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Protocolo pruebas de compatibilidad
Materiales:

a) Dos muestras sanguineas de diferentes pacientes recolectadas en tubos de

tapdn morado.

b) Tubos capilares para la obtencion de la muestra.

c) Encendedor.

d) Microcentrifuga.

e) Equipo de lectura de hematocrito.

f) Microscopio.

g) Refractometro.

h) Agua destilada.

i) Tubos Eppendorf.

J) Micropipeta y puntas de micropipeta.

k) Solucidn Salina Fisiolégica (SSF).

[) Plumon permanente para rotular los tubos.

m) Pipetas de plastico.

n) Tubos de ensayo.

0) Equipo de bafio Maria.

p) Cronémetro.

g) TermoOmetro.

r) Portaobjetos y cubreobjetos.
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Procedimiento:

1.

Tomar una muestra del tubo y depositarla en un tubo capilar. Este proceso
debe realizarse con al menos dos muestras de pacientes diferentes para
determinar cudl serd el donador y cudl el receptor.

REVISAR “DETERMINACION DEL HEMOGRAMA” Y REPETIR LOS
PASOS INDICADOS HASTA LA LECTURA DE PROTEINAS TOTALES EN
PLASMA.

El donador seréa el que tenga el Hto arriba de 0.45

Pasar los tubos donde se tomdé la muestra para los capilares a 2500 rpm/5
min para separar los eritrocitos del suero.

El suero obtenido se deposita en tubos Eppendorf, con ayuda de una
micropipeta.

Una vez depositado el suero de los tubos, se rotulan con un donador y un
receptor, se procede a colocar en un tubo de ensayo 2.5 ml de eritrocitos
con 7.5 ml de SSF.

Colocar los tubos de ensayo previamente rotulados en la centrifuga a 2500
rpm/5 minutos.

Con una pipeta de plastico, retirar el excedente de SSF y, se vuelve a llenar
con SSF, homogeneizar con movimientos suaves entre 10-15 veces y volver

a centrifugar.

8. Realizar este "lavado de eritrocitos" 3 veces en total.

9. Cuando termina el dltimo lavado eritrocitario, retirar el excedente de SSF para

enfocar los eritrocitos.

10. Posteriormente realizar las pruebas control, prueba mayor y prueba menor:

PRUEBA CONTROL
Colocar 2 gotas de eritrocitos y 2 gotas del plasma del donador, en un tubo
de ensayo.
PRUEBA MAYOR

Se colocan 2 gotas de eritrocitos del donador y 2 gotas del suero del

receptor.

PRUEBA MENOR
Se colocan 2 gotas de eritrocitos del receptor y 2 gotas del suero del

donador.
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11. Se incuban en bafio maria durante 15 minutos a 37°-38°C.

12.Posteriormente al término de la incubacién, centrifugar a 3000 rpm/1 minuto.

13. Con la ayuda de un pipeta de plastico, tomar una gota de la prueba control y
depositar en un portaobjetos, colocar un cubreobjetos y observar al
microscopio, en este caso no deberia observarse el fenomeno de
aglutinacion.

14.Hacer lo mismo con la prueba mayor y prueba menor, colocar una gota con
ayuda de una pipeta de plastico, depositar en el portaobjetos y colocar un
cubreobjetos, observar al microscopio.

15. Si hay aglutinacién en cualquiera de las pruebas, NO ES COMPATIBLE.
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Prueba de Coombs

Se trata de una prueba de aglutinacién, que detecta la destruccion eritrocitaria
inmunomediada, suele ser mas comun en caninos, felinos y equinos; el reactivo es

de origen caprino.

El test de Coombs, también conocido como Prueba de Antiglobulina Directa, esta
disefiado para detectar la destruccion eritrocitaria inmunomediada que se produce
en anemias hemoliticas inmunomediadas y en algunos casos con infecciones y
trastornos neoplasicos. La hemoalisis en estas enfermedades es causada debido a
gue los eritrocitos revestidos con anticuerpos (IgG, IgM) y/o componentes del
complemento (C3) son lisados en el torrente sanguineo o eliminados por los

fagocitos.

El reactivo de Coombs es un antisuero que contiene IgG, IgM y C3 preparado en
cabra. Las células, alcanzadas de una venopuncién, se lavan y se incuban con
reactivo de Coombs. Los anticuerpos del reactivo se unen a IgG, IgM, o
complemento que esta unido a la superficie de los glébulos rojos. Si estos se
aglutinan, indican un resultado positivo; si no hay aglutinacion, el resultado del test

es negativo. (27)
Esta prueba esté indicada cuando:

e Sospecha de anemias hemoliticas inmunomediadas.
e Se desconoce la etiologia de la anemia, sea regenerativa 0 no regenerativa.

e Sospecha de erliquiosis canina.
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Protocolo test de Coombs
Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Sangre del paciente recolectada en un tubo con EDTA.
Solucién Sal ina Fisiologica. (SSF)

Centrifuga.

Reactivo de Coombs.

Tubos de ensayo y gradilla.

Portaobjetos.

Rotulador.

Microscopio.

Procedimiento:

Centrifugar la sangre recolectada a 1300 rpm/5 min para separar el suero y
los eritrocitos.

Extraer 0.1 ml de eritrocitos y depositarlos en un tubo de ensayo, para
posteriormente agregar 4.9 ml de SSF.

Mezclar homogéneamente los eritrocitos con la SSF, y centrifugar, se elimina

el sobrenadante y se vuelve a resuspender agregando 4.9 ml de SSF.

4. Repetir el paso anterior tres veces mas.

5. Al finalizar, decantar el sobrenadante y resuspender con 4.9 ml de SSF, esto

dard como resultado una suspension de eritrocitos a 2%.

Rotular 4 tubos de ensayo del 1 al 4 consecutivamente.

7. Agregar 0.1 ml de la solucién de eritrocitos a los 4 tubos, y posteriormente

agregar 0.1 ml de reactivo de Coombs al tubo 1. (Imagen 20)

l - m--l
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Imagen 20. Diferentes reactivos de Coombs, recuperada de
https://www.euroveterinaria.com/aglutinacion/454-reactivo-coombs-.html
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8. Mezclar bien, y posteriormente pasar 0.1 ml de la mezcla al tubo 2, mezclar
bien; y pasar 0.1 ml de la mezcla al tubo 3, mezclar bien y desechar 0.1 ml.
a. Al finalizar este proceso el tubo 1 debe contener 0.1 ml de una dilucion
% del reactivo de Coombs; el tubo 2 tendré una dilucién 1/4; y el tubo 3
tendra una dilucion Vs del reactivo de Coombs; el tubo 4 contendra solo
la suspensién de eritrocitos con SSF.
9. Repetir los pasos 6, 7 y 8 para el control negativo.
10.Agregar 0.1 ml de los eritrocitos lavados y resuspendidos en los tubos 1 a 4,
y mezclar suavemente.
11.Incubar a 37°C durante 30 minutos.
12.Centrifugar durante 1 minuto.
13.Para eliminar cualquier aglutinacion no especifica, sostener cada tubo en un
angulo de 45° y golpear firmemente sobre una mesa 15 veces
aproximadamente.
14.Colocar una pequefia gota de la solucién en un portaobjetos y observar al
microscopio.
15.El resultado se interpreta de la siguiente manera:
i.  Negativo: no hay aglutinacion eritrocitaria.

ii. Positivo: existe aglutinacion y agregados eritrocitarios.

NOTA: Procedimiento recuperado de la pagina web

https://www.euroveterinaria.com/aglutinacion/454-reactivo-coombs-.html.

Recuperado el 09 agosto de 2023.
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CITOLOGIA

Citologia

Es la rama que se encarga del estudio de las células, su morfologia y componentes
presentes en un tejido, este tejido puede ser solido, liquido o una mucosa.
Para su estudio citologico se divide en:

a) Citologia de tejidos solidos.

b) Citologia de liquidos.

c) Citologia exfoliativa.

CITOLOGIA DE TEJIDOS SOLIDOS
Esta rama de la citologia tiene como objetivo el estudio de las células presentes en
tumores u 6rganos; su principal funcién es la identificacion del origen del nédulo que
se esta estudiando, una herramienta para el diagnéstico clinico y citolégico puede
ser localizacion, tamafio, consistencia, desplazamiento, color, ulceracion,
tiempo de evolucidon y delimitacion por otros tejidos.
Debe de entenderse que cualquier nédulo recibe el nombre de tumor, y es
responsabilidad del patélogo poder identificar el origen de este tumor, los tumores
pueden ser:

e De origen inflamatorio.

e De origen neoplasico.

e De origen quistico.

Para el diagnéstico de las citologias pueden usarse diferentes técnicas, como lo
pueden ser:

e Biopsia: Se refiere a un procedimiento que implica obtener tejido para
analisis microscopicos u otros para establecer un diagndstico preciso o
mejorar la comprension de un tejido particular con respecto a caracteristicas
histol6gicas, moleculares, fenotipicas, etiolégicas o inmunohistoquimicas. La

interpretacion histopatologia del tejido extraido de un tumor no es infalible y
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depende en gran medida de la calidad y cantidad de muestra de biopsia
enviada

e Puncion por aguja fina (PAAF): Es una técnica que puede efectuarse sin
problemas en masas palpables o bien localizadas ecografica o
radiolégicamente. En masas no palpables, aunque visibles por medios
fisicos, es necesario recurrir a la puncion guiada. Es sin duda, la técnica
mas utilizada. Supone un minimo riesgo para el paciente. Apenas se produce
dolor o infecciones secundarias. Se puede aplicar tanto a masas externas
como a o6rganos internos, incluso se puede aplicar a lesiones de hueso. Se
necesita una aguja fina de calibre 22, 23 0 25G.

e Hisopado: Consiste en posicionar suavemente el portaobjeto sobre
superficie sélida, humeda o grasienta, habiendo retirado el exceso de sangre
y detritus con una gasa. También se pone sobre nédulos y tumores, después
de su exéresis quirargica, de hacer un corte profundo en la masa, que deja

libre una superficie sobre la que realizamos la impronta.?*

Una vez que se tiene el material recolectado, se procede a realizar los extendidos
en un portaobjetos, entre las técnicas mas utilizadas destaca la técnica de Squash
(Imagen 21), que se describe a continuacion:

e Una vez que fue recolectada la muestra en una jeringa, se deposita en
un extremo del portaobjetos.

e Otro portaobjetos se coloca de forma perpendicular, y se procede a
hacer el movimiento de arrastre, para que el material se desplace en
todo el cuerpo del portaobjetos.

e Se deja fijar para poder realizar la tincion correspondiente.

o =
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Imagen 21. Instructivo para toma de muestras para analisis citolégicos de animales domésticos.
PATHOVET laboratorio.
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Dependiendo de la tincion que se quiera emplear, actualmente se encuentran
diversas opciones, como lo pueden ser:
-> Fijadores en spray
= Fijacion al aire: Fijacibn mas utilizada en tinciones de tipo
Romanowsky, como lo pueden ser Diff Quick, Wright o Giemsa.
- Fijacion en alcohol o etanol: Se usa en tinciones de tipo
Papanicolaou.
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Protocolo citologia de tejidos sélidos.

Materiales:
a) Extendido previamente realizado y fijado.
b) Lapiz punta diamante o plumoén permanente para rotular el extendido.
c) Tincién Diff Quick.
d) Tren de tinciobn Wright.
e) Parrilla para colocar los frotis.
f) Resina.
g) Cubreobjetos.
h) Microscopio.

Procedimiento:

1. Véase el capitulo: Tinciones, en especial Diff Quick y Wright.
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Citologia exfoliativa

Tiene como objetivo el estudio de las células presentes en mucosas,
especificamente se usa para determinacion del ciclo estral en perras, aunque
también puede ser utilizada para la determinacion de neoplasias, como TVT,
procesos inflamatorios o infecciosos; ademas puede ser utilizada en las mucosas
gue respondan o no a hormonas.

Para su estudio se utiliza un hisopo estéril, el cual debe entrar en contacto con la

superficie de la mucosa que se debe estudiar.

La citologia vaginal exfoliativa se efectla, sobre todo, en perras y tiene como
principio determinar el tipo de células presentes en un frotis vaginal, de acuerdo a su
morfologia y numero. Su fundamento es que las capas celulares de la mucosa
vaginal se multiplican conforme se incrementa el nivel de estrogenos, causando que
las células de la superficie, que se encuentran hacia el lumen se mueran y
adquieran la apariencia de hojuelas. Durante la fase estral entre un 80 y un 100 %

de las células observadas son superficiales y cornificadas o escamosas.*’

Las células encontradas en frotis vaginales han sido clasificadas como:

e Células basales: Son las precursoras de las células parabasal es
caracteristicas del periodo de anestro. Rara vez pueden observarse en un
estudio citolégico. Se aprecian como células casi redondas, pequefias,
uniformes con poco citoplasma basofilico.

e Células parabasales: Son las células mas pequefias que se encuentran de
manera rutinaria en un hisopado vaginal. Son de forma redondeada con un
nacleo grande y una relacion nucleo: citoplasma alta. Son células de tamafio
uniforme que se observan en los periodos de proestro temprano, diestro y

anestro.
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Células intermedias: Son células parabasal es intermedias con un tamafo
mayor al de las células parabasal es. Presentan un aumento en el tamafio del
citoplasma mas no del nucleo por lo que la relacién nucleo: citoplasma baja.
El citoplasma puede tornarse de un azul grishceo palido con ligeras
irregularidades por la queratinizacion temprana. Este proceso se hace mas
evidente a medida que pasa el tiempo y se acerca el periodo estral. También
se les conoce como células transicionales o superficiales intermedias.
Células superficiales: Son células grandes con un nacleo pequefio que se
ha reducido de tamafio y a medida que siguen madurando lo pierden por
completo. El citoplasma es amplio con muchas irregularidades y dobleces. En
su estado mas maduro presentan ausencia total de nucleo y es el estadio
maés tardio de las células epiteliales vaginales.®

Etapas del ciclo estral de la perra.

a)

b)

Proestro: Los principales componentes celulares son las células parabasal es
y células intermedias con escasas células superficiales. El fondo donde
descansan las células es de un azul tenue por exceso de mucus. Se
observan neutrofilos en cantidad moderada. A medida que va madurando el
proestro van disminuyendo los eritrocitos y los neutroéfilos con el consiguiente
aumento de las células superficiales. Dependiendo del porcentaje de células
superficiales podemos segmentar el proestro en proestro temprano, proestro
intermedio y proestro tardio.™

Estro: Los neutrofilos estan ausentes y la presencia de eritrocitos es nula
(algunos estros presentan eritrocitos en cantidad moderada). Las células
superficiales son grandes, con nucleo picnético muy pequefio y en algunos
casos ausente en el 100% de las células. El momento de maxima
cornificacién de las células es variable. Se suele encontrar gran nimero de
bacterias sobre las superficies de las células.*

Diestro: EI niamero de células superficiales comienza a descender y las
células parabasal es e intermedias suben hasta un 50% de representatividad.
Las células superficiales descienden en mas de 20%. Los neutrdéfilos suelen
reaparecer luego de varios dias de ausencia, igualmente puede aparecer

eritrocitos.*®
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d) Anestro: Estd conformada por abundantes células parabasal es

intermedias. Se pueden observar neutrofilos y bacterias. (Imagen 22).13

« VS 4 h ™
e s ooy o
Anestro: células parabasales e RO Proestro: globulos rojos, mezcla
intermedias pequefias, neutrfilos iz de células epiteliales y bacterias.

Actividad
sexual

A

Cindy Maenhcudt [DOx200) &

Diestro: células parabasales,
intermedias y neutrdfilos.

.
*
- ”’ ..
' ;) | '

Estro: pocos giébulos rojos y
células superficiales.

Imagen 22. Etapas ciclo estral de la perra.

Recuperada de Atlas de citologia vaginal. Virbac
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Protocolo para citologia vaginal

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Hisopo estéril.

Solucién Sal ina Fisiologica (SSF).
Espéculo.

Portaobjetos.

Paciente para realizar la citologia.
Tincion Diff Quick.

Procedimiento:

1.

2
3.
4

Se prepara y se limpia la zona que se va a trabajar.
Con ayuda del espéculo se abre la vagina para poder introducir el hisopo.

El hisopo se humedece en uno de sus extremos con SSF.

. Se introduce el hisopo en un angulo de 45° hasta lograr tocar el techo de la

vagina.

Se realizan entre 2 y 3 giros con el hisopo, esto para que el extremo que fue
humedecido entre en contacto con la mucosa vaginal.

Posteriormente se retira el hisopo de la vagina, y se desliza en movimientos
giratorios sobre la superficie del portaobjetos.

Se deja secar al aire para que las células obtenidas se fijen de manera

correcta.

8. Se realiza la tincion Diff Quick.

9. Observar al microscopio con el objetivo de 1004 para enfocar el campo y

posteriormente enfocar con el objetivo de 400, para poder identificar la

morfologia celular y asi, poder identificar la etapa del ciclo estral. (Imagen 23.)
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Imagen 23.

Interpretacion citologica. Recuperada de Atlas de citologia vaginal. Virbac



Citologia ¢tica

Este procedimiento citolégico es de gran utilidad cuando hay presencia o sospecha
de un cuadro de otitis en perros, este tipo de procedimiento es mas sensible que
cultivos y antibiogramas que se pueden llegar a hacer para conformar un
diagnostico definitivo, ya que este tipo de procedimiento detecta la presencia y la
morfologia de bacterias y levaduras que se encuentran presentes en la mucosa
Otica. (25)

La otitis en los perros es muy frecuente y se define como la inflamacion de las
estructuras del oido, habitualmente puede ser relacionada a la extension de una
infeccion del conducto auditivo, o a la presencia de un objeto extrafio en la
membrana timpanica, lo que nos desencadena una otitis interna o inflamacién de las
estructuras internas del oido, la cual, puede producir pérdida del equilibrio y sordera.
La otitis externa, es la inflamacion del epitelio del conducto auditivo externo, de
presentacion aguda o cronica. Puede desarrollarse en cualquier punto, desde la
membrana timpéanica, hasta el pabellon auricular.

Es una entidad multifactorial, su patologia hace que intervengan factores
predisponentes, factores primarios directamente responsables de la aparicion de
otitis, factores secundarios que contribuyen a los signos clinicos y factores
perpetuantes que impiden la curacion. Los factores predisponentes son aquellos
gue no provocan otitis, pero aumentan el riesgo de inflamacién auricular, por
ejemplo, la conformacién de la oreja y el entorno; los factores primarios son los
agentes causantes directamente de la inflamacion auricular, estos pueden causar
otitis solos 0 en asociacion con los factores predisponentes y/o secundarios, entre
los cuales se encuentran los ectoparasitos, dermatitis alérgicas, cuerpos extrafios,
dermatitis autoinmunes; los factores secundarios favorecen al fenomeno
inflamatorio, sin embargo, por si solos no pueden causar otitis, por lo cual deben
encontrarse asociados con los factores primarios, ejemplos de estos factores son
las bacterias o levaduras; y los factores perpetuantes, aparecen después de los
estadios iniciales de la inflamacion auricular, como por ejemplo: alteraciones

timpanicas o modificacion de la microbiota.*’
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El andlisis citologico del exudado del conducto auditivo es imprescindible para
evaluar a animales con otitis. La citologia debe realizarse en la exploracion inicial
porque el aspecto macroscépico del exudado no se correlaciona con sus
caracteristicas microscopicas. El material debe obtenerse antes de limpiar el
conducto auditivo; las muestras obtenidas a través del otoscopio de la parte
horizontal del conducto pueden ser las mas representativas del proceso patologico.
Una muestra de exudado 6tico fijado con calor debe tefirse también con el colorante
Diff Quick, para el estudio de bacterias y levaduras patdgenas, la preparacién se
observara mediante el microscopio con aceite de inmersion y con el objetivo de
100

Hay que observar el tipo morfolégico de las bacterias y sus caracteristicas, la
presencia o ausencia de células inflamatorias, cerumen y residuos. También puede
utilizarse la tincibon Gram para determinar la afinidad de las bacterias a estos

colorantes.®
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Protocolo para citologia 6tica

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Hisopo estéril.

Solucién Sal ina Fisiolégica (SSF).
Portaobjetos y cubreobjetos.
Paciente para realizar la citologia.
Tincion Diff Quick.

Microscopio.

Resina.

Aceite de inmersion.

Procedimiento:

1.
2.

Se humedece un extremo del hisopo estéril con SSF.

Con el extremo del hisopo previamente humedecido, se realizan pequefas
improntas sobre el canal auditivo externo.

En caso de que haya una inflamacion en oido medio, se debe introducir el
hisopo con cuidado y se deben realizar pequefios giros para recolectar
material.

Realizar movimientos giratorios en el portaobjetos para poder depositar el
material que fue recolectado.

Dejar secar al aire para realizar una correcta fijacion de las células y material
Ceruminoso.

Realizar tincion Diff Quick.

Una vez que el frotis se encuentre seco, depositar una gota de resina en
medio del extendido, y colocar un cubreobjetos para su observacion al
microscopio.

Depositar una gota de aceite de inmersion antes de pasar al objetivo de 100y,
para una correcta identificacion de los componentes celulares.

Reportar en un escala de 1+ a 4+ la presencia de levaduras o bacterias

presentes en el material recolectado.
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Citologia de liquidos

El objetivo de esta prueba es identificar las células que estdn presentes en los
liquidos corporales. Los liquidos se dividen en dos grupos:
e Neoformados:
o Trasudado simple.
o Trasudado modificado.

o Exudado.

e Preexistentes:
o Liquido sinovial.

o Liquido cefalorraquideo.

Se debe hacer el estudio de sus caracteristicas fisicas (color, turbidez,
viscosidad), la determinacién de pardmetros bioquimicos (determinacion de
proteinas y otros parametros utiles), sus componentes celulares (recuento de

células nucleadas y estudio citologico).

Las pruebas béasicas que deben realizarse con los liquidos son:

e Evaluacion de las caracteristicas macroscépicas: Especial atencion al color
(incoloro, blanquecino, hemorragico, amarillento) y a la presencia o no de
turbidez. Los liquidos con escasa celularidad son claros, mientras que la
turbidez indica un incremento en el recuento celular.

e Recuento de células nucleadas: Se emplean métodos automaticos o
manuales.

e Concentracion de proteinas totales: Se determinan por refractometria o con
técnicas bioquimicas, empleando el sobrenadante obtenido después de
centrifugar la muestra.

e Estudio citolégico.®
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Liquidos neoformados, o efusiones.
Muchas enfermedades caninas y felinas cursan con derrames (pueden ser
pleurales, pericardicos y abdominales.), que se definen como una acumulacion
anormal de liquido en cualquier cavidad corporal recubierta por células mesoteliales.
Dicha acumulacion de fluidos puede deberse a numerosas causas como pueden
ser:

e Traumatismos.

e Neoplasia.

e Compromiso cardiovascular.

e Hipoalbuminemia.

e Enfermedades inflamatorias/infecciosas.*®

La recoleccién de los liquidos (efusiones), se debe realizar por las técnicas de
abdominocentesis, toracocentesis o pericardiocentesis, una parte del liquido debe
recolectarse en un tubo con EDTA (el cual se empleara para determinar proteinas,
recuento celular y estudio citoldgico). En caso de que se requiera determinaciones
bioquimicas el liquido debe ser recolectado en un tubo sin anticoagulante.

Para una correcta preservacion de la muestra se sugiere que el andlisis se haga lo
mas rapido posible, ya que si no, comienza a degradarse el material celular, en caso
de que no se vaya a realizar el analisis inmediatamente, se sugiere que se
conserven en refrigeracion.*

La combinacion de los datos que se obtuvieron del recuento celular, valor de
proteinas, color, y turbidez permiten clasificar a las efusiones en trasudado simple,
trasudado modificado o exudados. Siendo las proteinas constituyen el criterio
fundamental para poder diferenciar entre trasudado simple o modificado; mientras

que la celularidad permite diferenciar entre exudado y trasudado.*®
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Trasudado Exudado Trasudado
modificado
Color Transparente Turbio Transparente/Lechoso
Densidad <1.018 >1.018 >1.018
Proteinas 25-30 g/L >30 g/L 25-30 g/L
# de células 0.5-1.5x10°%L 5x10°/L 0.5-5x10°%/L
nucleadas

Tabla 3. Clasificacién de las efusiones de acuerdo con su propiedades. Elaborada por Vanegas L.

2023
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Protocolo para citologia de efusiones

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
)

)

Paciente con sospecha de liquido en alguna cavidad.
Tubo con tapa morada.

Tubo con tapa roja.

Tubo Eppendorf.

Centrifuga.

Portaobjetos.

Resina.

Tincién Wright.

Cubreobjetos.

Microscopio.

Procedimiento:

1.

Extraer el liquido de la cavidad del paciente mediante abdominocentesis,
toracocentesis o pericardiocentesis. (La técnica va a depender de la

localizacion de la efusion).

. Una vez extraido el liquido, se debera depositar en un tubo de tapa morada,

gue contiene EDTA y en otro tubo de tapa roja.
Se debe llenar la bitacora del laboratorio, donde se debe enfatizar el color,
aspecto y sitio de extraccién de este.

a. Laturbidez debera ser reportada en escala de cruces (+, ++, +++)
Para realizar el conteo automatizado, se debe colocar el tubo con tapdn
morado en la aguja del equipo, para que realice la correcta determinacion del
namero celular.

Realizar 2 extendidos del liquido que se depositd en el tubo morado (uno en
squash y otro de forma lineal).

Realizar tincion Wright.

Pasar aproximadamente 1 ml de la muestra colocada en un tubo con tapon
rojo a un tubo Eppendorf.

Centrifugar el tubo Eppendorf (2500 rpm/ 5 minutos).
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9. Se formara un “botdn” en la parte profunda del tubo, separar el liquido, para
gue en el tubo se quede este “botdn”.
10.Hacer 2 extendidos con la muestra ya centrifugada, en squash y lineal.
11.Realizar tincion Wright.
12.Agregar una gota de resina a la mitad del extendido y posteriormente agregar
un cubreobjetos, para que la resina se distribuya por capilaridad.
13.Observar al microscopio.
14.Con el liquido centrifugado (depositado en el tubo de tapa roja), realizar la
medicién de analitos en el equipo de bioquimica:
i. Liquido color blanco: determinar colesterol y triglicéridos.
ii. Liquido color amarillo o verde: determinar bilirrubinas totales.
iii. Liquido color café: determinar creatinina.
15.Realizar la medicion de la densidad del liquido con ayuda de un refractometro

previamente calibrado.
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Tipos celulares observados en efusiones

Nombre

Descripcion

Fotografia

Células mesoteliales

e Redondas u ovales.
e Citoplasma finamente granular
y basofilo.
e Nducleo redondo-ovalado en
posicion central.
e Nucleolo poco prominente.
e Ocasionalmente, se observa
un borde de apariencia vellosa
gue puede ser eosinofilico

(corona eosinofilica).

By
o

Neutroéfilos

En la mayor parte de los derrames
aparecen neutrofilos. Los neutrofilos
pueden aparecer no degenerados o

presentar caracteristicas

degenerativas en procesos sépticos.

&

Linfocitos

Estan presentes en la mayoria de los
derrames, pero son las células
predominantes en derrames quilosos.
Pueden observarse linfocitos

reactivos en liquidos inflamatorios.
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Células plasmaéticas Su presencia se asocia a cronicidad.

Hematies Pueden aparecer por contaminacion o
por la existencia de un proceso - 2, &

hemorragico. .

Células inflamatorias Eosinofilos y mastocitos.

Tabla 4. Identificacion celular en efusiones cavitatorias. Recuperado de Martinez E.

Elaborada por Vanegas L. 2023.
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Liquidos preexistentes.
Son aquellos que estan de manera normal en el organismo, de los cuales los mas

importantes, es el liquido sinovial y liquido cefalorraquideo.

Liquido sinovial.
Debe de recolectarse en una jeringa pequefia de 3 ml con agujas de calibre 22 o 25,
mediante el proceso llamado artrocentésis. El andlisis del liquido sinovial es una
herramienta diagndstica importante, junto a la exploracion fisica y radioldgica, en los
animales que presentan sintomas de enfermedad articular.
Su estudio esta indicado tanto en enfermedades articulares primarias como en
enfermedades sistémicas que presenten algun grado de afectacion articular. En
general, las indicaciones del estudio del liquido articular comprenden cuatro
situaciones clinicas:

e Presencia de derrame articular con inflamacion del area y dolor.

e Cojera cronica o intermitente.

e Marcha envarada.

e Deformacion de la articulacién que curse con cojera.’®

El andlisis del liquido sinovial incluye:
e Estudio macroscépico.
e Viscosidad.
e Estudio citoldgico.

Estudio macroscépico.

Incluye la medicion de volumen, color y turbidez. En articulaciones normales el
volumen obtenido no suele superar los 0,3 ml. Una muestra de mas de 1 ml de
cualquier articulacién es anormal.

El liquido sinovial normal es transparente e incoloro o ligeramente amarillento. En
muestras con elevada celularidad aumenta la turbidez.

Viscosidad.

El liquido sinovial es muy viscoso por su alta concentracién de acido hialurénico;
normalmente, el grado de viscosidad se valora subjetivamente (se coloca una gota
del liquido entre el pulgar y el indice) definiéndolo como normal, disminuido 0 muy

disminuido.
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Recuento citologico.
No es conveniente realizar el recuento celular en contadores automaticos porque el
elevado contenido en fibrina puede obstruirlos. Si no se obtiene suficiente volumen

para determinar el recuento exacto, puede realizarse una aproximacion subjetiva en

la citologia.
Propiedades Valor
Densidad >1.035
Proteinas 20-30 g/L
Conteo celular 0.5-3x10°/L
Linfocitos y sinoviocitos predominan

Tabla 5. Principales propiedades del liquido sinovial.

Elaborada por Vanegas L. 2023

Protocolo para liquido sinovial (determinacion de mucina).
Materiales:

a) Muestra de liquido sinovial.

b) Vinagre.

c) Vaso de precipitado o tubo de ensayo.

Procedimiento:
1. En un tubo de ensayo o en un vaso de precipitado, se coloca vinagre, mas o
menos la mitad del recipiente.
2. Posteriormente se deja caer una gota de liquido sinovial en el recipiente con
vinagre.
3. Si se forma un coagulo y este tiende a flotar, la mucina es de buena calidad;

si el coagulo tiende a hundirse, la mucina es de mala calidad.
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Liquido cefalorraquideo

Es producido por los ependimocitos, que se encuentran en los plexos coroideos, su
funcién es mantener la presion intracraneal. Los dos sitios de obtencion de este
liquido suele ser la cisterna magna, o vértebras lumbares (L5-L6 en razas pequefas
0 L4-L5 en razas grandes).

El analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) es una prueba basica en el diagnostico
de pacientes con enfermedad neuroldgica. El LCR es el Unico tejido accesible del
sistema nervioso central y su estudio esta justificado cada vez que se sospeche de
una alteracion de este en pacientes con hemograma y bioguimica normales.

Las enfermedades inflamatorias, infecciosas, neoplasicas, traumaticas Yy
degenerativas del sistema nervioso central producen alteraciones, en mayor o
menor grado del LCR; sin embargo, las enfermedades congénitas, metabdlicas y
téxicas suelen cursar con LCR normal.*®

Es util para confirmar la presencia y tipo de enfermedad neurolégica primaria,
incluso cuando los resultados de otras pruebas, como la resonancia magnética,
sean normales; ademas, andlisis seriados de LCR ayudan a evaluar la respuesta al
tratamiento y obtener datos basicos antes de interrumpirlo. Por dltimo, es importante
obtener y analizar el LCR antes de las mielografias.

A diferencia de otras muestras, la obtencibn de LCR no est4d exenta de
complicaciones, como requiere anestesia general, esta contraindicado en cualquier
paciente con riesgos anestésicos elevados. Ademas, la obtencion de LCR en
pacientes con aumento de presion intracraneal o hernia tentorial puede acelerar o

agravar el cuadro.*®

La toma del liquido se realiza por flujo libre en un tubo con EDTA para el estudio
citolégico, y en un tubo estéril y sin anticoagulante si son necesarios estudios
microbiolégicos o estudios seroldgicos. Es conveniente desechar la primera gota
para minimizar la contaminacion. Las muestras deben analizarse con extrema
rapidez, generalmente en los primeros 30 minutos, ya que la velocidad de
degeneracion celular es muy rapida debido a su pobreza de proteinas, la adicién de

proteinas (una gota de suero o plasma) favorece la conservacion celular.®
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El andlisis del LCR incluye:
e Apariencia.
e Recuento celular.
e Concentracion de proteinas.

e Citologia.

Apariencia.

El LCR normal es completamente transparente e incoloro, semejante al agua.
Cualquier cambio en la coloraciéon (hemorragico o amarillento) o la presencia de
turbidez constituyen hallazgos patoldgicos. Una coloracién rojiza es caracteristica de
un incremento de hematies, que puede ser debido a contaminacion durante la toma
de muestras o a la presencia de una hemorragia o0 a un incremento de la
permeabilidad vascular secundaria a una inflamacion.

Una tonalidad entre amarillo-naranja (xantocromia) aparece a las 4-6 horas después

de una hemorragia subaracnoidea y puede persistir durante 3-4 semanas.*®

Recuento celular.
Debe realizarse un recuento manual directo en una camara de Neubauer sin
diluyentes. Es necesario realizar el recuento de hematies y de células nucleadas por

separado para evaluar la contaminacién sanguinea.®

Concentracion de proteinas.
Puede estimarse con una tira de orina, y debe confirmarse posteriormente de forma
cuantitativa en un laboratorio, al tener una cantidad baja de proteinas no es de

utilidad el refractémetro o alguna técnica quimica.*®

Citologia.

Para realizar el recuento diferencial y el examen citolégico del LCR es necesario
concentrar las células, evitando su destruccion. No es conveniente centrifugar la
muestra ya que se favorece la lisis celular. EI mejor método de concentracion

es la citocentrifugacion.
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Interpretacion citologica.

El objetivo del estudio citoldgico del LCR es determinar el tipo celular predominante,

lo que permite definir un patrén citolégico, comun a una serie de procesos.

De esta forma, al menos, se limita la lista de diagnoésticos diferenciales, en primer

lugar debe valorarse si hay células rojas, cuya presencia puede indicar la existencia

de una hemorragia o, mas frecuentemente, contaminacion durante la toma de

muestra.

A continuacion, se valorard la integridad de las células nucleadas; si es adecuada,

se realizara un recuento diferencial clasificando los tipos celulares observados. En

muchas ocasiones, es preferible realizar este recuento diferencial a aumentos

intermedios (40y), ya que permiten la observacion de campos mas amplios. (Imagen

24)

Tabla 3. Interpretacion citologica del LCR

Apariencia RGR RCHN Pr Citologia
'I'rat.rn:ltif:a." Claro M NI+ N+ ‘E‘EI% "ncur'nnl.mem‘esj
COMmpresiva 30% PMMN en procesos agudos,
Degenerativa Clare - I M Monoolica, maordiagos
Me inflamaterias Raramente células tumarales;
P il
Meoplisica Clare I+ MN++ M+ MN y -e-GSW‘.D II.DS
ccasionalments;
PN en meningioma.
= 80% PMM depenerados
Bacteriana Turbio Mi++ |+ | F++ | £ bacterias imagen misxda
BN procesns Cronicos.
Wirica (menos PIF) Clare Y| MY+ M+ Manonudear: 60-80% linfocitos.
F5-95% PMM; en 20-50%
FiF Turbio Pi+++ |+ | HH 4 | de los casos: imagen mixta
con predaominio de PR,
Inflamacicones T — -
infecciosas Fingico Claro-turbio ++ +i+++ +'+++ . JI':ICIH I'I'IEI'IT.E: e {D’:n
ecsinafilos); organismos ocesionales,
Mixta predominan linfocios
T : are + +it+=+ i+ o
Frotozacs Clre M ' N 0-20% PMN, 5-108% eosindfilos.
Pardsitos Claro amarllento | MN/A4++ M4+ | il EG? 030 poreentaje
de ecsindfilos.
. ' Linfocitos (ehrlichizy 80% MM
pataa 2 IE 4+ IR - u o
Ficketisias Clere M ™ M (febre de las Mortafas Rocosas).
RE’SPD,FEI? Turtio MY+ +4+i4+++ +/++ =80% PMMN no degenerados.
a corticoides
) Mecrotzante lurtio [0/ + ++/+++ +i++ 80 Iinfocrtos.
Inflamaciones
no infecciosas Wasculitis Turtio MY bob Fit F0-358% PMM o degenerados.
Eosinoflica Claro-turbio [Ji+ +HH++ +H++ | = 50% de eosindfilos,
Granulomatosa Claro-turtio Mf++ +i+++ +f+++ | Mixta

RGR Faryerte be mematias; RCN Reouermtn de céluias ruckeadas; F'r' Prodeinas; N “alar normel; Fuinor Igv-.'-.|rr|-."|-. aurmentzeo: FEVElar aumentacn o= dormra moderac;
b yalor aunentada de forma severa; PIMIN Neutafics PHF Peritanitis infecciosa felina.

Imagen 24. Interpretacion citologica de LCR. Recuperada de Martinez E.
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URIANALISIS

El uriandlisis dentro del laboratorio clinico cada vez toma mayor relevancia, ya que
gracias a este procedimiento, obtenemos una vision mas amplia de la patologia que
se presenta, y gracias a la informacion que arroja, es mas facil llegar a un
diagndstico acertado de manera oportuna y franca.
Dentro de él, se evaltan los componentes fisicos (color, apariencia y densidad
urinaria), quimicos, mediante la ayuda de una quimica seca podremos determinar
la presencia o0 ausencia de glucosa, proteinas leucocitos, bilirrubinas, cetonas,
sangre, determinacion del pH, siendo las mas importantes. Y de igual forma
podemos realizar la determinacién de un examen microscopico o citolégico, en el
cual se evalla la presencia o ausencia de cristales, cilindros, bacterias,
leucocitos, células de transicion, etc.
Para la obtencién de la muestra existen tres diferentes tipos de métodos, los cuales
son;

a) Miccion natural

b) Cistocentesis

c) Cateterismo. *

Es importante poder obtener un minimo de 3 ml de orina para la elaboracion de las
diferentes pruebas, y en caso de que sea necesario repetir alguna, tener material
viable, para ello es importante cubrirlas de los rayos UV para evitar la degradacion
de la bilirrubina, y siempre importante, nunca congelar la orina ya que favorece la

aparicion de cristales in vitro.
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EXAMEN FiSICO
En este proceso se va a elaborar el color, la apariencia y densidad urinaria.
a) Color
El color “normal” de la orina va a depender de la capacidad del rindn de diluir
o concentrar la orina, siendo lo normal encontrar orinas de colores blanco-
amarillos claras; pero, dentro de esto podemos encontrar:

e Rojo: Indica que hay presencia de sangre en la orina, las cuales,
dependiendo del material que predomina pueden denominarse
hematuria, hemoglobinuria, mioglobinuria.

e Amarilla oscura/ambar: Sugestivo a una disminucién en la capacidad
del rifibn de diluir orina, por lo cual nos arroja una orina muy
concentrada

e Verde: Indicativo de degradacion de bilirrubina, transformandose en
biliverdina.

b) Apariencia
Solo se evalua la apariencia de la orina, teniendo dos vertientes, siendo
turbia o transparente.
c) Densidad urinaria
Evaluar la capacidad del rifion de concentrar o diluir la orina, se evalla la relacion
entre solutos y solventes, mediante la ayuda de un espectrofotdbmetro se observa la
densidad urinaria, es muy importante saber de qué especie es la orina que se esta
trabajando, ya que los valores tienden a cambiar de acuerdo con las diferentes

especies.*
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Protocolo urianalisis

Materiales:

a) Muestra de orina recién recolectada o previamente refrigerada.
b) Tubos de ensayo con una gradilla para su facil manejo.

c) Refractometro.

d) Agua destilada.

e) Pipetas de plastico.

f) Tiras reactivas de orina.

Procedimiento:
1. Recibir la orina y posteriormente pasarla a refrigeracién para una correcta
preservacion.
2. Extraer del envase o tubo donde fue enviada (Imagen 25) y transferir a unos

tubos de ensayo, previamente colocados en una gradilla. (Imagen 26)

Ay

N

)

Imagen 25. Extraccion de la muestra de orina del envase donde fue enviado.
Imagen 26. La orina ya fue transferida a unos tubos de ensayo con una gradilla.
Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.
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3. Llevar a cabo el examen fisico de la orina, anotando el color y la apariencia

(Imagen 27) en la bitacora, junto con el nimero del caso para llevar un control.
(Imagen 28).

|
|

@ | moto g20
|

Imagen 27. Se observa en la orina la apariencia y color de la misma, también se evalla la turbidez que presenta (A) Orina
con (++++) de turbidez; (B) Orina con (+++) de turbidez; (C) Orina con (+) de turbidez; (D) Orina con (++) de turbidez. Para
determinar la turbidez se coloca la muestra encima de un fondo blanco con letras, y asi poder determinar el grado de
turbidez.

Imagen 28. Bitacora para llevar el orden de los casos procesados.

Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022




4. Tomar el refractobmetro, y verificar que este correctamente calibrado,
depositar una pequefia cantidad de orina en el cristal del refractometro para
que al bajar la tapa se distribuya y asi poder realizar una correcta lectura de

la densidad urinaria y colocarla en la bitadcora. (Imagen 29).

Imagen 29. Colocacidn de una gota de orina en el cristal del refractémetro para
realizar la lectura de Densidad Urinaria y anotarlo en la bitacora.

5. Recolectar aproximadamente una tercera parte de la muestra colocada en el
tubo para la elaboracion del examen quimico.

6. Proceder a colocar una gota de orina en cada una de las colchonetas de la
tira reactiva de orina, y esperar el tiempo indicado para realizar la lectura de
ella. (Imagen 30).

7. Colocar en la bitacora los datos mas relevantes como lo son la presencia o
ausencia de proteinas, sangre, cetonas, bilirrubina, sangre, glucosa,

ademas de la medicion de pH.

Imagen 30 (A). Colocacién de una
gota de orina en cada una de las
colchonetas de la tira reactiva. (B)
Realizar la lectura de los valores
transcurrido el tiempo.

Fotografias tomadas dentro de las
instalaciones de “Laboratorio
Veterinario México”, Vanegas L.,
2022.




Citologia de sedimento urinario

Esta prueba dentro del urianalisis comprende una parte importante ya que, como su
nombre lo indica, se evalla la celularidad que queda presente en el sedimento
urinario, y asi mismo, podemos evaluar para poder confirmar o descartar la
presencia o ausencia de diferentes componentes dentro de la orina, como lo pueden
ser cristales, cilindros, bacterias, hongos, huevos de parésitos o huevos y
polen.

Para ello es necesario centrifugar la muestra a bajas velocidades para evitar la
degradacion de algunos de los componentes que pueden estar presentes en el

sedimento.

Entre los cristales mas comunes que podemos encontrar en el sedimento urinario
destaca estruvita, oxalato de calcio, urato de amonio, colesterol, bilirrubina y
cistina; dentro de los cilindros los mas comunes son cilindros céreos y cilindros
hialinos; en cuanto a las bacterias las podemos observar mediante una tincién
Gram, siendo cocos y bacilos las mas comunes.

Para una correcta observacion del sedimento urinario se recomienda que se haga
en un movimiento de zig-zag bajo el lente de 40y, y para reportar estas presencias

se hace mediante una escala de cruces (+), siendo (+) escasos y (+++) abundantes.
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Protocolo sedimento urinario

Materiales:
a) Muestra de orina recién recolectada o previamente refrigerada.
b) Centrifuga.
c) Tubos de ensayo.
d) Asa bacteriana.
e) Portaobjetos y cubreobjetos.
f) Microscopio.
g) Tren de tinciobn Gram.
Procedimiento:
1. Colocar en la centrifuga la muestra de orina y colocar un contrapeso de la
muestra en paralelo de ella dentro de la centrifuga. Programar la centrifuga a

1500 rpm durante 5 minutos. (Imagen 31).

A

Imagen 31. Se coloca en la centrifuga la muestra y se coloca en paralelo un contrapeso.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.

2. Retirar la muestra una vez que terminé de centrifugarse, posteriormente
decantar la orina en un solo movimiento, debe quedar solamente el

sedimento urinario, el cual se vuelve a homogeneizar. (Imagen 32).
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Imagen 32. Se decanta la orina previamente centrifugada en un solo movimiento, para conservar el
sedimento.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
3. Tomar una gota de este sedimento, colocarlo encima de un portaobjetos,
después colocar un cubreobjetos para poder realizar la revision de este

sedimento urinario en un microscopio, empezando por el objetivo de 4.
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4. Comenzar con la observacion en forma de “zig zag”, para poder determinar la
presencia o ausencia de células transicionales, cristales, leucocitos o

bacterias. (Imagen 33).

p : (B'l)‘ N “ O

(A) (B2)

Imagen 33. (A) Presencia de leucocito en sedimento urinario; (B1) Presencia de cristal de estruvita, (B2) cristal de oxalato de
calcio; (C) Presencia de célula escamosa; (D) Presencia de eritrocitos y glébulos de grasa.
Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

5. Reportar si hay algun material extrafio en la muestra de sedimento urinario.
6. En el caso de la observacion de bacterias en el sedimento urinario, se
recomienda realizar tincibn Gram, para determinar qué tipo de bacterias

estan presentes. (véase capitulo: Tinciones).
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PARASITOLOGIA

El examen coproparasitoscopico es una herramienta de diagndstico dentro del
laboratorio, ya que con él podemos evaluar u observar la ausencia o presencia de
parasitos, gracias a estructuras como quistes, huevos, capsulas ovigeras, etc.
Este examen consiste en el andlisis de la materia fecal para determinar la presencia
de algunos parésitos, a nivel gastrointestinal, respiratorio y hepatico, este examen
puede ser realizado con la ayuda de las diferentes técnicas que existen hoy en dia,
las cuales son las siguientes las mas utilizadas:

e Flotacion

e Sedimentacion

e Faust

o McMaster

Se debe intentar siempre que la recogida de heces se realice directamente del recto
del animal, para evitar asi posibles contaminaciones por nematodos de vida libre
gue se encuentran en el medio ambiente, dificultando a veces el diagndstico
coprologico. Las heces se depositan en un frasco limpio con un algodén humedo, o
bien en bolsas herméticamente cerradas y en un ambiente de humedad. Si las
heces estan secas, no se pueden utilizar para diagnéstico, ya que los elementos de
diseminacion pueden estar deteriorados. Una vez realizada esta operacion, se
recomienda el envio rapido al laboratorio para su procesado. Es muy importante que
los botes o0 bolsas estén debidamente etiquetados, completamente limpios,
herméticamente cerrados y se les incorpore una anamnesis completa de la

explotacion y/o del animal objeto de estudio-?’
Existen dos métodos para la observacion de la materia fecal dentro del laboratorio

clinico, una es el examen directo de heces frescas y el otro método es examen

cualitativo (en el cual entran las diferentes técnicas utilizadas).
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Examen directo de heces frescas.

Indicaciones

Esta técnica permite reconocer cualquier elemento de diseminacién de los parésitos,
pero en caso de no observar ninguna forma parasitaria por este método, no debe
descartarse la posibilidad de una parasitosis, ya que el tamafio de la muestra es tan
pequefio que el resultado negativo no es excluyente. Sin embargo, no es sustituible
por su sencillez, rapidez y fundamentalmente porque algunos parasitos no son
evidenciables por otras técnicas, que en general son mucho més sensibles, siendo

de especial utilidad para la deteccion de protozoos méviles.?’

Métodos cualitativos

a) Flotacion
Este sistema se basa en lograr la concentracion de los elementos de diseminacion
(huevos, larvas y quistes) por flotacion en un liquido de mayor densidad que ellos.
La densidad de los elementos de diseminacion de los parasitos oscila generalmente
entre 1,05 y 1,10. La densidad de las soluciones empleadas, no debe ser
excesivamente alta para que no deformen los elementos parasitarios y para que no
floten otras particulas solidas presentes en las heces.
Siendo la técnica mas utilizada es la flotacion en una solucidon sobresaturada de
NaCl, probablemente sea la solucion mas empleada y la que ofrece mas ventajas.
Tiene una densidad de 1,18 y se prepara hirviendo una solucion en exceso de sal
comun durante unos minutos. Se deja enfriar, se filtra y se ajusta a la densidad
indicada.
Esta técnica esta recomendada ya que nos permite la correcta observacion de la
mayoria de las larvas y huevos de nematodos, ooquistes de coccidios y algunos

huevos de cestodos.?’
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b) Faust

El método de Faust consiste en mezclar parte de la muestra de heces con una
sustancia mas densa que los huevos o parasitos que se quieren concentrar. Esto
provoca que, al ser menos densos, flotan en la superficie. El liquido sobrenadante
se recoge y se observa al microscopio para la identificacion y la cuantificacion, para
esta técnica se utiliza una solucién de sulfato de Zinc, la técnica de Faust ayuda a
gue se recuperen las larvas, huevos y quistes que pueda haber en las muestras.
Todo el procedimiento es de bajo costo y se implementa facilmente. Ademas, al
aplicar este método se obtiene un diagndstico rapido y preciso.

La densidad de la solucion de flotacién produce una contraccion de las larvas, es
decir, estas se encogen y, en un periodo muy corto, pueden deformarse. Esto obliga
al examinador a hacer el diagnéstico de manera inmediata y no se pueden

conservar las muestras tratadas para futuros examenes.®
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Protocolo flotacion

Materiales:

a) Muestra de materia fecal.

b) Solucion saturada de NaCl al 0.9%.
c) Vasos o contenedores de plastico.
d) Coladores o rejillas.

e) Asa bacterioldgica.

f) Encendedor.

g) Portaobjetos.

h) Lugol.

i) Microscopio.

Procedimiento:

1. Tomar una pequefia muestra de materia fecal, de aproximadamente 3-5 gms,

y colocarla en un vaso de precipitado.

2. Colocar alrededor de 20-25 ml de solucién saturada de NaCl al 0.9%. (Imagen
34).
3. Homogeneizar la muestra y colocarla con ayuda del colador en otro vaso.

Imagen 34. Materiales necesarios para poder realizar el procedimiento de flotacion.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.
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4. Dejar reposar aproximadamente 30 minutos para que las estructuras
parasitarias tiendan a flotar.
5. Tomar entre 2-3 gotas de la muestra reposada ayudandonos con un asa

bacteriolégica previamente flameada, en un portaobjetos. (Imagen 35).

Imagen 35. Se toma con un asa bacterioldgica 2 o 3 gotas de la solucién de materia fecal combinada con solucién
saturada de NaCl.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.

6. Agregar una gota de Lugol en el centro del portaobjetos donde se depositd

previamente las gotas de la muestra. (Imagen 36).

Imagen 36. Se le agrega Lugol al portaobjetos,
para posterior agregar un cubreobjetos y hacer
la observacién al microscopio.

Fotografia tomada en las instalaciones de
“Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L.,
2022. 86




7. Colocar un cubreobjetos y proceder a realizar la observacion al microscopio

con los objetivos de 44y 104. (Imagen 37).

(B) 2

IR
3

i

5

Imagen 37. Al realizar la observacion se pueden encontrar (A) huevos de Ancylostoma caninum, o (B)
quistes de Giardia spp.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.
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Protocolo Faust
Materiales:
a) Muestra de materia fecal.
b) Agua comun o purificada.
c) Vasos o contenedores de plastico.
d) Coladores o rejillas.
e) Tubos de ensayo.
f) Centrifuga.
g) Sulfato de Zinc.
h) Asa bacteriolégica.
i) Encendedor.
j) Portaobjetos y cubreobjetos.
k) Lugol.

[) Microscopio.

Procedimiento:
1. Tomar una pequefia muestra de materia fecal (3-5 gms), colocarla en un vaso
de precipitado y agregar aproximadamente 20 ml de agua.
2. Homogeneizar y colarla a otro vaso.
3. Depositar en un tubo de ensayo una muestra de aproximadamente 10 ml de

la muestra que fue colada. (Imagen 38).

Imagen 38. Se deposita en un tubo de ensayo
con ayuda de una pipeta de plastico,
aproximadamente 10 ml de la mezcla.

Fotografia tomada en las instalaciones de
“Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L.,
2022.
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4. Colocar en la centrifuga, proceder a centrifugar a 2500 rpm durante un
minuto, decantar el material que fue centrifugado, y volver a llenar con agua.

Este paso debe repetirse 3 veces: (Imagen 39).

Science

Imagen 39. Foto las correctas revoluciones

para este proceso.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.

5. Colocar en el tubo de ensayo, después de la ultima decantacion, 10 ml de

sulfato de zinc y centrifugar a 1500 rpm durante un minuto- (Imagen 40).

Imagen 40. Agregar 10 ml de sulfato de Zinc
posterior a la Ultima decantacion.

Fotografia tomada en las instalaciones de
“Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L.,
2022.
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6. No decantar el sobrenadante, pero tampoco homogeneizar. (Imagen 41).

Imagen 41. El material que se obtiene posterior a la centrifugacion, no se decanta y tampoco se
homogeniza.

Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.

7. Tomar 3 gotas de la superficie con ayuda de un asa bacteriolégica
previamente flameada, y colocarlas en el portaobjetos

8. Depositar una gota de lugol y un cubreobjetos para observar en el
MiCroscopio. (Imagen 42).

Imagen 42. (A) colocar 3 gotas en un portaobjetos. (B) Agregar Iu§6l para
observar al microscopio.

Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario
México”. Vanegas L., 2022.



9. Realizar la observacion en el microscopio en los objetivos de 10, y 40,.

(Imagen 43).

Imagen 43. Al realizar la observacion se pueden encontrar (A) huevos de Ancylostoma caninum, o (B)
quistes de Giardia spp.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”. Vanegas L., 2022.
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Tincion Kinyoun

La tincion de Kinyoun es una variante de la tincion clasica de Ziehl-Neelsen que
utiliza como colorante primario Fucsina basica con fenol a concentraciones altas, lo
gue permite la coloracion en frio, mientras que la tincion clasica de Ziehl-Neelsen
precisa la utilizaciéon de calor en la etapa de la coloracion primaria. El resto de las
etapas del procedimiento son las mismas que en la metddica original de Ziehl.
Como colorante de contraste se utiliza verde brillante, aunque también puede
utilizarse azul de metileno.

La tincion de Ziehl-Neelsen se utiliza para la diferenciacion de los microorganismos
acido-alcohol resistentes. Estos microorganismos poseen una pared celular lipidica
especial, que contiene entre otros acido micdlico, que les permite resistir la
decoloracion con &cido-alcohol después de la tincion con colorantes basicos como
la fucsina y aparecen de color rosa-rojizo, mientras que el resto de los
microorganismos se tifie con el colorante de contraste. Se supone que la
permeabilidad a través de las membranas intactas puede ser un componente
importante del mecanismo involucrado en el fendbmeno de resistencia a la
decoloracion por alcohol acido indicado.

Aungue el mecanismo de la diferenciacion no estd plenamente establecido, la
metddica estd totalmente aceptada como procedimiento diagndstico de sospecha
precoz asi como para proporcionar informacion sobre el nimero de bacilos

presentes en la muestra.*

Los microorganismos &cido-alcohol resistentes son basicamente las micobacterias,
aunque existen otros microorganismos que también presentan esta caracteristica
como son el género Nocardia y algunos parasitos como Cryptosporidium.

La criptosporidiosis se diagnostica al demostrar la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium spp en muestras de heces, o por la identificaciébn de esquizontes y

gametocitos en biopsias de tejido intestinal.**
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Sin embargo, la mayoria de los métodos de diagndstico se basan en la deteccion de
los ooquistes en heces por microscopia. Las muestras de heces directas o
concentradas son tefidas y examinadas bajo el microscopio para identificar a los
parasitos en sus formas quisticas. En la actualidad estan disponibles una variedad
de métodos para la identificacibn de Cryptosporidium spp. Desde pruebas
diagnodsticas sencillas como la microscopia, hasta técnicas mas especializadas y
sensibles que requieren equipo mas especializado como las técnicas inmunologicas
y especialmente, el diagndstico molecular. La técnica Kinyoun es muy similar a la
técnica Ziehl-Neelsen, pero con tres diferencias basicas: no se calienta el colorante
principal (no se utiliza calor como segundo mordiente), el acido utilizado para
decolorar es mas débil y no se decolora con alcohol. Las coloraciones de Ziehl-
Neelsen y de Kinyoun tienen la misma sensibilidad, especificidad y contraste; pero
esta ultima (método frio Kinyoun) requiere menos tiempo y su ejecucion es mas
sencilla. Por lo tanto, la Unica ventaja que ofrece la técnica de Kinyoun, en
comparacién con Ziehl-Neelsen, es que puede llevarse a cabo en un menor

tiempo.*

El reactivo principal de la tincion es la carbolfucsina o fucsina fenicada, que tiene la
propiedad de unirse a los &acidos carbdlicos existentes dentro de la pared celular
cérea, rica en lipidos (4cidos micélicos) de las micobacterias y ciertos parasitos. Esa
unién no es contrarrestada por el decolorante acido; por ello, los microorganismos
se definen como acido alcohol resistentes, la solucion de fucsina fenicada que se
prepara para esta técnica contiene alta concentracion de fenol. El fenol disuelve el
material lipidico de la pared celular, lo que permite la entrada del colorante
carbolfucsina. Después de que el colorante penetra, se queda fijo a pesar del lavado
con el alcohol-acido. De esta manera los microorganismos acido alcohol resistentes
toman el caracteristico color rojo, mientras que todo lo que no es acido alcohol

resistente se decolora y se tifie de azul.™
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Protocolo tincion Kinyoun

Materiales:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
i)

)

k)

Muestra de materia fecal.
Tubo de ensayo.
Peréxido de hidrogeno.
Hisopos de algodon.
Portaobjetos.

Fucsina fenicada.

Azul de metileno.

Agua destilada.

Tarja con acceso a agua.
Crondmetro.

Microscopio.

Procedimiento:

Véase el capitulo: Tinciones.
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Coprologico

Este examen se realiza como parte diagnOstica para poder determinar si un
paciente padece del sindrome de malabsorcion y mala digestion, sugerentes a IPE
(Insuficiencia Pancreéatica Exocrina). La desventaja de este tipo de pruebas es
gue suelen arrojar muchos falsos positivos y negativos, al igual que se tienen que
enviar y recibir muestras liquidas para su correcta observacion y procesamiento.
Durante su examinacion tiene que pasar por varias pruebas para poder determinar
la viabilidad del pancreas, como lo son:

a) Sangre oculta en heces

b) Grasas mal digeridas o bien digeridas

c) Fibras musculares bien o mal digeridas

d) Digestion de la pelicula radiografica

Al igual que en el caso de un examen coproparasitoscopico se tiene que evaluar
macroscopicamente la muestra, y se va a determinar consistencia, color, olor,
presencia o ausencia de tejido conectivo o moco, sangre, parasitos, etc. Ya en
el caso de un examen microscopico es donde se van a evaluar las pruebas para

descartar mala digestion y malabsorcion.
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Protocolo examen coproldgico

1. Sangre oculta en heces.
Materiales:
a) Materia fecal.
b) Tubo de ensayo.
c) Agua normal.
d) Abatelenguas para mezclar.
e) Pipeta de plastico.

f) Tira reactiva de orina.

Procedimiento:

1. Tomar una pequefia cantidad de muestra de materia fecal, la cual se va a
colocar en un tubo de ensayo, y se agrega alrededor de 10 ml de agua y
homogeneizar.

2. Tomar una gota con una pipeta de plastico y depositarla en una tira reactiva

de orina, en la colchoneta de sangre. (Imagen 44).

Imagen 44. Se deposita una gota de la mezcla en la colchoneta de tira reactiva para determinar

sangre. 96
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.



3. Hacer la lectura transcurrido el tiempo.
4. Reportar el resultado como positivo/negativo. (Imagen 45).

Imagen 45. Una vez transcurrido el tiempo, se hace la lectura, dando como resultado positivo un cambio de coloracion en la
colchoneta.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022,
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2. Grasas bien o mal digeridas.
Materiales:

a) Materia fecal.

b) Tubos de ensayo.

c) Portaobjetos.

d) Tren de tincién Sudan Ill o Sudan IV.

e) Cubreobjetos.

f) Microscopio.

Procedimiento:
1. Realizar un extendido en forma de “squash” con la materia fecal y dejar secar
al aire para que se fije el material.
2. Una vez fijado el extendido, colocar Sudan Ill o Sudan IV en el portaobjetos, y

colocar un cubreobjetos, y hacer la observacion al microscopio. (Imagen 46).

Imagen 46. Se realiza el extendido y una vez seco | extendido, se coloca tincion Sudan Ill o Sudan IV en toda la superficie del

portaobjetos.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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3. Observar con el objetivo de 40y, 5 glébulos de grasa para poder interpretarlo
como mala digestion; en caso de que la cuenta sea igual o menor a 5

glébulos de grasa, el resultado se interpreta como negativo. (Imagen 47).

Imagen 47. Hacer la observacion del extendido en el microscopio para poder contar los glébulos de grasa presentes.
Muestra positiva a mala digestiéon= esteatorrea.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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3. Prueba de la digestion con acido acético
Materiales:

a) Materia fecal.

b) Tubos de ensayo.

c) Acido acético al 36%.

d) Solucion saturada de NacCl.

e) Encendedor.

f) Asa bacteriologica.

g) Portaobjetos.

h) Tren de tincidén Sudan Ill o Sudan IV.

i) Cubreobjetos.

J) Microscopio.

Procedimiento:
1. Hacer el extendido en forma de Squash directamente de la materia fecal y
dejarlo fijado al aire.

2. Una vez que esté fijado, colocar acido acético al 36% en todo el extendido y

pasar por calor entre 3-4 veces para simular el proceso de digestion. (Imagen
48).

Imagen 48. (A) Agregar acido acético en todo el extendido, (B) Se pasa por calor para similar el proces@&b digestion.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.



3. Una vez que se haya pasado por calor, agregar tincién Sudan Ill o Sudan 1V,
y colocar un cubreobjetos para observar al microscopio.
4. Sien un campo de 404 se observan >5 globulos de grasa, se interpreta como

malabsorcién. Reportar como esteatorrea si ambas pruebas sal ieron

positivas. (Imagen 49).

Imagen 49. (A) Agregar Sudan Ill o IV en todo el extendido, (B) Se realiza la observacion al microscopio.
Muestra positiva a mala digestion= esteatorrea.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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4. Fibras musculares bien o mal digeridas
Materiales:

a) Materia fecal.

b) Solucion saturada de NacCl.

c) Pipetas de plastico.

d) Portaobjetos.

e) Lugol.

f) Cubreobjetos.

g) Microscopio.

Procedimiento:
1. Realizar un extendido directo de la muestra de materia fecal, lo mas fino
posible y dejar secar al aire.
2. Agregar lugol colocar un cubreobjetos para la observacion al microscopio en

objetivos de 4, y 10y. (Imagen 50).

Imagen 50. Posterior de realizar el extendido, se debe agregar lugol para que cubra todo el extendido.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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3. Para la presencia de fibras musculares, se observan las estrias dentro de las
fibras; si la fibra carece de estrias se reporta como fibra bien digerida; caso
contrario si la fibra contiene estrias, reportar como fibra mal digerida, o
creatorrea. (Imagen 51).

4. Durante la observacion se pueden observar glébulos de almidon, si los

glébulos son transparentes, son indicativo a que esta bien digerido; si los

glébulos estan oscuros se reporta como almidén mal digerido, o amilorrea.

Imagen 51. (A) Se puede observar una fibra aun con estrias, por lo cual se debe reportar como creatorrea; (B) se observa una
fibra bien digerida, ya que carece de estrias.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.

103



5. Digestion de la pelicula radiografica
Materiales:

a) Bicarbonato de sodio al 5%.

b) Materia fecal.

c) Pelicula radiografica.

d) Tubo de ensayo.

Procedimiento:

1. Agregar en un tubo de ensayo 4.5 ml de solucién de bicarbonato (HCO3) al
5%, y 0.5 ml de heces.
2. Homogenizar la muestra, para colocar una pelicula radiografica. (Imagen 52).

Imagen 52. (A) Agregar HCO3 a un tubo con 0.5 ml de heces; (B) Una vez homogeneizada la muestra, se coloca una pelicula
radiogréafica.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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3. Incubar durante 2 horas a 37°C.

4. Pasado el tiempo, retirar la pelicula radiografica del tubo, y se hace la lectura
de la pelicula; si la pelicula radiografica sal e de color negro, se reporta
gue no hay actividad de proteasas, y es sugerente a IPE.

Si la pelicula sal e con una coloracion azul se reporta como digestion
positiva, hay una actividad correcta de proteasas y es negativo a IPE.

(Imagen 53).

Imagen 53. Una vez pasado el tiempo se realiza la lectura de la pelicula radiografica para determinar la actividad de las

proteasas.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2022.
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Prueba de Knott

Determina la presencia o ausencia de microfilarias en el torrente sanguineo de
perros, mayormente, que en gatos; el ciclo de la filaria comienza cuando el mosquito
pica a un perro infectado y adquiere la microfilaria que esta en la sangre del perro.
El mosquito luego sirve como huésped intermediario para el futuro desarrollo de los
parasitos.

Después de 10 a 15 dias, la microfilaria pasa a la sal iva del mosquito. En esta
etapa se llama larva infecciosa, esta madurard luego de reingresar en los
hospederos como el canino. Entonces, cuando el mosquito pica a otro perro, las
larvas entran a través de la herida del pinchazo producido por el insecto, después
de tres o cuatro meses, migran al corazéon donde se desarrollan en adultos

sexualmente maduros.?®

Para poder identificarlas, se utilizan varios métodos, como lo es el método de
microhematocrito, y el método de Knott, siendo este el mas sensible para poder

confirmar o descartar la presencia de microfilarias en el torrente sanguineo.

El método de Knott es un proceso de concentracion de microfilarias por
centrifugado, es el método de eleccién, ya que hay mas posibilidad de encontrarlas
aun cuando el numero de microfilarias es pequefio. Esta técnica ha demostrado con
éxito microfilarias en una muestra de sangre (aproximadamente el 60% de los
caninos).

Es 15 veces mas sensible que la observacion directa. Puede ser importante
diferenciar las microfilarias de Dirofilaria immitis, Acanthocheilonema reconditum y
Dirofilaria repens. Las microfilarias de D. immitis son mas largas (300 um o mas)
qgue las de A. reconditum, son rectas, con cola recta y cabeza conica; las de A.

reconditum estan curvadas y de cabeza roma.?
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Protocolo determinacion de microfilarias

Materiales:
a) Muestra de sangre.
b) Solucion de formol al 2%.
c) Centrifuga.
d) Tubo de ensayo.
e) Azul de metileno al 100%.
f) Pipeta de plastico.
g) Portaobjetos.
h) Microscopio.

i) Aceite de inmersion.

Procedimiento:
1. Agregar en un tubo de ensayo 1 ml de sangre + 9 ml de solucion de formol al
2% y homogeneizar.
Pasar a la centrifuga y programarla a 3000 rpm/10 minutos.
Decantar el sobrenadante.

Al sedimento sobrante, agregar 2 gotas de azul de metileno.

a r wN

Tomar una gota del sedimento con ayuda de una pipeta de plastico y

colocarla en un portaobjetos.
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6. Posteriormente realizar la observacion al microscopio en un objetivo de 40y.
Agregar aceite de inmersion para hacer la observacion en el objetivo de 100y,

y asi poder hacer la identificacion de la microfilaria por género y especie.

(Imagen 54).

Imagen 54. Microfilarias observadas en muestra de un paciente canino.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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BIOQUIMICA

Dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, se utiliza el equipo
analizador automatico A25, el cual, es util para poder realizar “diagndstico in vitro”,
es un equipo facil de poder utilizar ya que es compatible con Windows, la ventaja
principal de este equipo es que permite optimizar la carga de trabajo, ya que, se
pueden introducir varias muestras dentro del rack y los resultados se obtienen de
manera inmediata.

El equipo se compone por:

a) Brazo manipulador: Es un mecanismo cartesiano XYZ de 3 ejes. Los ejes X
e Y desplazan la punta dosificadora sobre el plano del analizador y el eje Z la
desplaza verticalmente.

b) Sistema dosificador: Este sistema consiste en una punta termostatizada,
soportada y desplazada por el brazo manipulador, conectada a una bomba
dosificadora.

c) Rotor de reacciones y lectura: Las preparaciones se dispensan dentro de
un rotor de reacciones de metacrilato de calidad Optica termostatizado a
37°C. Las lecturas Opticas de absorbancia se realizan directamente sobre

este rotor.

El analizador determina las concentraciones de los analitos a partir de medidas
de absorbancia oOptica. Para la medida de la concentracién de un cierto analito
en una muestra, el analizador pipetea un volumen determinado de la muestra y
del reactivo correspondiente, los termostatiza rapidamente dentro de la misma
punta y los dispensa en el rotor de reacciones. La propia velocidad de
dispensacion junto con la geometria del pocillo de reaccién provoca la agitacion
de la mezcla y se inicia la reaccion quimica.

Comparando la intensidad luminosa de una determinada longitud de onda que
atraviesa un pocillo cuando hay reaccion y cuando no hay reaccion, puede
determinarse la concentracion del analito correspondiente. Esta comparacion se

cuantifica con la magnitud fisica llamada absorbancia. (31)
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Protocolo bioquimica.
Materiales:
a) Equipo A25 BioSystems.
b) Computadora con Windows.
c) Centrifuga.
d) Muestra depositada en un tubo de tapon rojo.
e) Micropipeta.
f) Puntas para micropipeta.
g) Agua destilada.
h) Copillas o tubo de ensayo.
i) Tubos Eppendorf.
]) Rack de reactivos.

Procedimiento:

1. Encender primero el equipo, después que se emita una ligera alarma 2
veces, proceder a encender la computadora.
2. Seleccionar la aplicacion “A25” para que permita el acceso al centro de

mando. (Imagen 55.)

- M
pelerajde @ Nueva carpeta
(&)

Imagen 55. Dar clic en la aplicacién con el icono morado, para acceder al centro de mando.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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3. Posteriormente, se va a desplegar un cuadro de didlogo, en el cual se tiene
gue introducir el nombre y contrasefia para acceder. (Imagen 56).

Imagen 56. Se debera introducir el usuario y contrasefia para acceder.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

4. Después de haber colocado el usuario y contrasefia, se podra visualizar la

pantalla en blanco para comenzar a trabajar. (Imagen 57).

Imagen 57. Se observa la pantalla en blanco con diferentes opciones para comenzar a trabajar.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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5. Del lado derecho de la pantalla, se encuentra el icono “W-Up”, y dar clic en él
para que el equipo empiece a calentarse. Pasados ciertos minutos, aparecera
un cuadro de dialogo en el cual se podra dar clic en el botdén de “lavados”, se
dard un clic para que el equipo haga un prelavado, y posteriormente, se
volvera a habilitar para hacer clic, y el equipo realizara el lavado con el liquido

de sistema. (Imagen 58).

R
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Imagen 58. (A) Al hacer clic, el equipo comenzara a calentarse. (B) Posterior dar clic en el botén de “lavados” para que el equipo
realice el prelavado y el lavado.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

6. Posteriormente de haber realizado el lavado, se habilitara el boton de “Fin
WUp”®, y daremos clic, para que el equipo termine de realizar el

calentamiento. (Imagen 59).

Imagen 59. Dar clic en el botdn para finalizar con el calentamiento del equipo.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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7. Posteriormente, colocar un nuevo rotor en el lugar asignado, y se debe
ajustar con el tornillo para que no se vaya a sal ir de lugar. Y una vez que se

colocé el rotor, se debera dar clic en el botdon “Nuevo Rotor”, para que el

equipo lo detecte. (Imagen 60).

i

i
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T

Imagen 60. (A) El rotor que se ingresa debe ser transparente para que no haya interferencia en el paso de luz, cuenta con 120

pocillos. (B) Una vez insertado debe darse clic en “Nuevo Rotor”.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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8. Posterior a la colocacion del rotor, se debe calentar, la indicacién aparece
una vez que el equipo detecto el nuevo rotor.
9. Colocar los racks de reactivos en su lugar correspondiente y posteriormente

dar clic en el icono de “Posicionamiento de Muestras y Reactivos”. (Imagen 61).

Imagen 61. (A) Dar clic en el botén para que se despliegue la pestafia
para permitir posicionar los reactivos (B) Se despliega un esquema en el
cual, tiene una numeracion, aqui se deberan acomodar los reactivos de
acuerdo como estan ordenados en los racks.

Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio
Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

10.En el lado izquierdo de la pantalla, se despliegan los reactivos, aquellos que
se encuentran en una coloracion azul, se pueden ordenar de manera
automatica, y lo que se encuentran en un tono negro se debera dar clic
derecho para desplegar un menu en el cual se encuentra el reactivo marcado
con “R1 0 R2”, y se procede a ordenarlo de acuerdo con la posicion que tiene

en el rack. (Imagen 62).

Imagen 62. Cédigo QR el cual contiene un video en el cual se muestra el paso anteriormente descrito.
Cdédigo QR generado por Vanegas L., 2023. E/ video fue tomado dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario
México”
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11.Una vez que los reactivos fueron posicionados de manera correcta de
acuerdo con el orden de los racks, el tubo rojo deberd colocarse en la
centrifuga con un contrapeso y se acciona a 2500 rpm/5 minutos, esto con la
finalidad de separar el suero de los eritrocitos.

12.Dependiendo de la cantidad del suero, puede tomarse directamente del tubo
con una micropipeta, o bien, si sal i6 suero en menor cantidad, puede
pasarse a un tubo Eppendorf, y con ayuda de un palillo, tener cuidado de no
extraer el coagulo.

13.Después que se transfirio el suero, se debera centrifugar con su respectivo
contrapeso, mismo tiempo y mismas rpm.

14.Se retira el tubo Eppendorf de la centrifuga, se evaluan artefactos en el
suero, y se procede a extraer el suero con ayuda de la micropipeta para
transferirlo a una copilla, previamente rotulada con el nimero de caso. (Imagen
63).

Imagen 63. Se retira el tubo Eppendorf de la centrifuga, y se logra apreciar el suero, en la parte de abajo del tubo
se logra visualizar el “botoén eritrocitario”, con ayuda de la micropipeta se debera extraer el suero teniendo cuidado
en no extraer parte de este botén, porque si no, la muestra se contamina y se tiene que centrifugar nuevamente,
elevando la posibilidad de una hemoalisis in vitro.

Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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15.Dependiendo la cantidad de suero obtenido (lo recomendable es que sean
500 microlitros), puede o no realizarse una dilucion:
Si la cantidad de suero es menor a 500 microlitros, se debera ir
ajustando la micropipeta para tomar la cantidad exacta, y para
gue el equipo haga una correcta lectura, se debera tomar la
misma cantidad de agua destilada para hacer una dilucién 1:1, o
bien, si es mucho menor la cantidad de suero, se recomienda
hacer una dilucién 1:2, en la cual se va a tomar 2 veces el
volumen de suero, pero con agua destilada.
Posteriormente, se debera introducir la copilla en el espacio correspondiente

asignado en el rack de reactivos y muestras. (Imagen 64).

Imagen 64. La copilla previamente rotulada se coloca en el rack de reactivos y muestras para que el equipo haga
su lectura de los diferentes analitos.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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16.Posteriormente se debe dar clic en el icono de “Introduccién de Nuevas
Muestras, y se va a desplegar un menu en el cual se deberé introducir el
namero de caso, y se debera seleccionar el tipo de prueba a realizar de

acuerdo con la especie. (Perfil completo canino/felino; perfil bésico

canino/felino, etc). (Imagen 65).

Imagen 65. Después de dar clic en “Introduccion de Nuevas Muestras”, se despliega el menu en el cual se debera
seleccionar el tipo de prueba a realizar de acuerdo con la especie, y posterior se tiene que dar clic en “Afadir perfiles y
técnicas seleccionadas al paciente” en el cual se van a desplegar los analitos que se van a medir en esa prueba.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

17.Seguidamente, daremos clic en “Posicionamiento de Muestras y Reactivos”
(podremos visualizar que los reactivos estan ordenados de manera correcta),
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del lado izquierdo de la pantalla, en la parte inferior, podremos localizar la

muestra, y se debe de arrastrar al lugar en el que esta la copilla con el suero.

(Imagen 66).

Imagen 66. En la parte inferior izquierda se observan los codigo de las muestras, para posicionarlas adecuadamente
segln como estan establecidas en el rack, se deben de arrastrar con ayuda del mouse a la posiciéon en la cual se
encuentra la copilla. Es importante verificar el color en la que se encuentra, ya que si se encuentra en un color verde el
equipo detecta que es un tubo de ensayo y el brazo junto con la punta bajan mas para tomar la muestra, en cambio si se
encuentra en un color café, el equipo detecta que la muestra se encuentra en una copilla.

Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

18.Para finalizar, se activa del lado derecho de la pantalla un botén que dice

“Continuar”, se dara clic en el para que el equipo empiece a trabajar con la

muestra. (Imagen 67).

Imagen 67. Se daré clic en el boton “Continuar” para
gue el equipo comience a trabajar con la muestra
gue fue introducida.

Fotografia tomada dentro de las instalaciones de
“Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.

[m] ear; [m]
: .

[=]

Imagen 68. Codigo QR el cual contiene un
video en el cual se muestra el
funcionamiento del equipo.

Cbédigo QR generado por Vanegas L.,
2023. El video fue tomado dentro de las
instalaciones de “Laboratorio Veterinario
Meéxico”
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Analito en particular con su enfoque y nomenclatura

Analito

Enfoque patoldgico

Glucosa (GLU)

AUMENTO: Sugiere Diabetes mellitus (hiperglucemia
marcada), o, puede sugerir estrés (efecto de cortisol).

DISMINUCION: Sugiere insulinoma, sepsis, falla hepatica,
genética (hipoglucemia neonatal de razas toy), deficiencia

de cortisol.

Urea (URE)

AUMENTO: Sugiere azotemia de origen prerrenal o renal.
DISMINUCION: Baja ingesta de proteinas en la dieta,
disminucién en la produccién, deficiencia congénita de

glutamato y glutamina.

Creatinina (CRE)

AUMENTO: Sugiere azotemia renal (Insuficiencia Renal).

DISMINUCION: Causas similares a disminucién de urea.

Colesterol (COL)

AUMENTO: Sugiere hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo,
diabetes mellitus.
DISMINUCION: Sugiere enteropatia, cirrosis, maldigestion-

malabsorcion (pancreatitis)

Triglicéridos (TRIG)

AUMENTO: Obstrucciones biliares.
DISMINUCION: Hepatitis cronica.

Bilirrubina Total (BT)

AUMENTO: Puede sugerir ictericia artefactual o patologica.
DISMINUCION: No hay relevancia diagnostica.

Bilirrubina Directa
(BD)

AUMENTO: Sugiere ictericia hepatica y posthepatica.
DISMINUCION: Sin relevancia diagndstica.

Bilirrubina no
conjugada (B N/C)

AUMENTO: Sugiere ictericia prehepatica y hepatica.
DISMINUCION: Sin relevancia diagnostica.

Alanino

aminotransferasa

AUMENTO: Sugiere dafio hepatocelular (hepatitis

infecciosa canina, leptospirosis, PIF), tratamiento con

119



(ALT)

algunos farmacos (glucocorticoides, anticonvulsivos,
barbituricos, tetraciclinas, eritromicina), o enfermedades
(colangiohepatopatia, pancreatitis aguda, lipidosis hepatica).

DISMINUCION: Sin relevancia diagndstica.

Aspartato
aminotransferasa
(AST)

AUMENTO: Sugiere dafio muscular, o degeneracion del
miocardio, necrosis hepatocelular.
DISMINUCION: Sin relevancia diagnostica.

Fosfatasa Alcalina
(FA)

AUMENTO: Colestasis, hiperadrenocorticismo, tratamiento
con anticonvulsivos, gestacion, hiperparatiroidismo.

Si no aumenta el doble, sugerente a FAIE.

DISMINUCION: Sin relevancia diagndstica.

Gamma-glutamil
transferasa (GGT)

AUMENTO: Solo en gatos sugiere colestasis o tratamiento
con corticoesteroides.
DISMINUCION: Sin relevancia diagndstica.

Amilasa (AMI)

AUMENTO: Sugiere pancreatitis 0 enteropatia.
DISMINUCION: Sin relevancia diagndstica.

Creatinin quinasa
(CK)

AUMENTO: Sugiere dafio muscular.
DISMINUCION: No hay relevancia diagnostica.

Proteinas totales
(PT)

AUMENTO: Hemoconcentracion, hipernatremia, azotemia,
hiperglucemia e inflamacion.

DISMINUCION:
hemodilucion por terapia de fluidos, mala absorcion de

Sugerente a hemorragias, hiporexia,

albumina.

Albumina (ALB)

AUMENTO: Sugerente de hemoconcentracion.

DISMINUCION: Disminucién en su sintesis (insuficiencia
hepatica), nefropatias o0 enteropatias perdedoras de
proteinas, deficiencia de proteinas en la dieta, inflamacién

cronica, secuestro a terceros espacios (ascitis).
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Globulinas (GLOB)

AUMENTO: Indica inflamacion cronica, estimulacion
antigénica, PIF o neoplasias (plasmocitoma, mieloma
multiple).

DISMINUCION: Indica inmunodeficiencias.

Relacion A/G (REL
AlG)

AUMENTO: Sugestivo a hemoconcentracion.
DISMINUCION: Indicativo a inflamacion.

Calcio (Ca)

AUMENTO: Indicativo a hiperparatiroidismo,
hipervitaminosis D, sindromes paraneoplasicos,
hiperadrenocorticismo, hiperproteinemia.

DISMINUCION: Sugerente a eclampsia, pancreatitis aguda,
intoxicacion con etilenglicol, hipoparatiroidismo, insuficiencia

renal, alcalosis, hipoalbuminemia.

Foésforo (P)

AUMENTO: Sugiere Insuficiencia Renal, hipoparatiroidismo,
plasma hemolitico, tratamientos con furosemida.
DISMINUCION: Baja en su ingesta, eclampsia,

hipovitaminosis D, hiperparatiroidismo primario.

Sodio (Na) AUMENTO: Sugiere diarrea, hiperventilacion, fiebre o
poliuria, administracion IV de NacCl.

DISMINUCION: Diarrea hipersecretora, vomito, efusiones
toracicas y abdominales.

Cloro (Cl) AUMENTO: Sugiere Insuficiencia Renal,
hiperadrenocorticismo, acidosis metabolica hiperclorémica,
hiperventilacion.

DISMINUCION: Vomitos, alcalosis metabdlica hipoclorémica

Potasio (K) AUMENTO: Indica insuficiencia renal, acidosis metabdlica,

dafno muscular, necrosis tisular, hemolisis intravascular,
tratamiento con AINES.
DISMINUCION: Anorexia, alcalosis metabolica

hipoclorémica, IRC cursando con poliuria, secuestros a
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terceros espacios (peritonitis, ascitis).

Bicarbonato
(BICARBONATO)

AUMENTO: Sugiere alcalosis metabdlica o respiratoria.
DISMINUCION: Acidosis metabdlica o respiratoria

Anion GAP (AGAP)

Se obtiene de hacer la operacion:

(Nat+K) - (CI+HCO3)

Si el resultado sal e por encima de los rangos normales, se
sugiere que puede ser acidosis metabdlica por acumulacion

de acidos.

Diferencia de iones
fuertes (DIF)

El valor se obtiene de hacer la resta de los valores de Na y
Cl, respectivamente, lo normal es que el resultado se
encuentre entre los 30-40 mmol

Por debajo de 30 mmol indica acidosis metabdlica
hiperclorémica.

Por encima de 40 mmol indica alcalosis metabdlica

hipoclorémica.

Osmolalidad
(OSMOLALIDAD)

Se obtiene de realizar:

(1.86+Na) +glucosa+urea+9.

Nos indica si la orina es isosmolar (misma cantidad de
solutos que solventes), hiposmolar (mas solventes que

solutos), hipersmolar (més solutos que solventes).

Tabla 6. Principales analitos a evaluar en bioquimica.
Elaborada por Vanegas L., 2023, informacion recuperada de 30.
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Catalogo de servicios dentro del laboratorio

En “Laboratorio Veterinario México” se cuentan con los siguientes servicios:

ESTUDIO PROMO | HEMATOLOGIA
Hemograma + Perfil Completo + Urianalisis 1
Hemograma + Perfil (;omp.lqto 2 ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
Perfil Completo + Urianalisis 3 ENTREGA
Hemograma + Perfil Basico + L!rianélisis 4 F Sangre con EDTA « morado T
Hemograma + Perfil Basico 5 SO Aves y reptiles sangre con 2
Perfil Basico + Urianalisis 6 Hepena iy e 5 horas
Hemograma + Perfil Prequirirgico + Urianalisis 7 Reticulogitos e EDTA e iado 5 e
Hemograma + Perfil Prequirirgico 8
Perfil Prequirtrgico + Urianalisis 9 Evaluacion de frotis Sangre con EDTA « morado 24 horas
Hemograma + Perfil Renal + Urianalisis 10 Aspirado y evaluacién de 4- 5 laminiflas fijadas al aire o
SDMA + Creatinina + Urianalisis+Relacion 11 médula 6sea medula sea con EDTA « morado 1 ke
Proteina/Creatinina Urinaria e emagame) o ki T ;D ;baamA vatorio
Hemograma + Perfil Renal 12 i Saitre ot EITA ' {Rcephoe
S cruzadas de e M de
Perfil Renal + Ur 13 compatibilidad donadorfes) Ak
H + Perfil Diabético 2 (Hemoglobina Glicosilada o fi ina) +
Urianalisis 14 P S\ngreccm ‘l:m"’m :ﬂe sodi.)g- azul 2 dias
Hemograma + Perfil Diabético 1 15 — 5
Perfil Diabético 2 + Urianlisis 16 TPy TTPa g 2ds
Hemograma + Perfil Hepético/Ct){lvulsiones + Urianilisis 17 Perfil hemostitico completo | Sangre con citrato de sodio « azul
Hemograma + Perfil Hepatico/Convulsiones 18 (TP + TTPa + HG) Cumplir 12 relacién 1:9 + Sangre con| 2 dias
Perfil Hepatico/Convulsiones + Urianalisis 19 EOTA + morado
Hemograma + Perfil Tiroideo + Urianalisis 20 Frotis sanguineo Sangre con EDTA « morado P
S T (imagenes de la morfologia)
Hemograma + Perfil Tiroideo en Tr ) + Urianalisis 21
Hemograma + Perfil Sospec:ha (!c Endocnpopatla 'f Unanéhsns 22 Células Lupus Eritematoso Sangre con EDTA » morado 3 dias
Hemograma + 2 Determinaciones Cortisol + Ur 23
H, + Perfil C + Uriandlisis + Anticuerpos Antinucl 24 2 X Sin anticoagulante/ suero
s tadh = Anticuerpos antinucleares . 48 a 72 horas
IntoxicaciOn con Warfarinicos + Hemograma 25 b
Hemograma + ELISA Distemper canino 26 i vairiois Sin WC@:”“:W suero 2 diss
Hemograma + ELISA Parvovirus canino 27
Hemograma + ELISA Leucemia/Sida felino 28 Electroforesis de proteinas Sin anticoagulante/ suero 6 s
Hemograma + LeVF PCR 29 piics
4DX (Ehrlichia canis+Dirofilaria imitis +Borrelia burgdorferi+ 30 Prueba de coombs Sangre con EDTA 4 dias
+4 p 7 P g = P .1, )+ Hemograma (canino o felino) - mor
[Hematologia otros mamiferos Sk amco:g::jannw A 24 horas
r'd e
PERFILES BIOQUIMICA CLINICA FSTRD REQUEKBEND TR
ENTREGA
Perfil Rasirn ntros Mamiferos
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE URE, CRE,; {XL, TRIG, BT, B0, BIL N/C; ALT Sin anticoagulante/ suero 24 horas
ENTREGA \ rojo « amarillo
Perfil Completo (26 elementos) K BIF»\EO".MU AGAP, DIF, OS! o0
GLU, URE, CRE, COL, TRIG, BT, BD, BIL N/C, ALT, Sin anticoagulante/ suero Perfil Renal otros Mamﬁe’os Sin anticoagulante/ suero
AST, FA, GGT, AMI, CK, PT, ALB, GLOB, R A/G, Ca, P, « rojo « amarilio 24 horas GLU, URE, CRE, ALT, ALB, Ca, P, NA, I, K. * rojo « amarillo
Na, O, K, BICARBONATO, AGAP, DIF, OSMOLALIDAD BICARBONATO, AGAP, DIF, OSMOLALIDAD 24 horas
Perfil Basico (15 elementos) Sin anticoagulante/ suero _ _
RE, CRE, ALT, FA, GGT, ALB, Ca, P, Na, O, K, « rojo « amarilio 24 horas Perfil Completo Aves y Reptiles Sin anticoagulante/ suero /
BICARBONATO, AGAP, DIF, OSMOLALIDAD GLU, ACIDO URICO, COL, AST, CX, GGT, PT, ALB, Heparina 2 di
Perfil Prequirdrgico (13 elementos) Sin anticoagulante/ suero GLOB, R AJG, | BICARBONATO, A GAP « rojo « amarillo = verde Ias
GLU, URE, CRE, ALT, GGT, ALB, Ca, Na, CI, K, « rojo « amarilio 24 horas
BICARBONATO, A DIF, OSMOLALIDAD Perfil Basico Dirigido Aves y Reptiles Sin anticoagulante/ suero / 2 dias
Perfil Renal (14 elementos) Sin anticoagulante/ suero ) yhorato Heparina
GLU, URE, CRE, ALT, ALB, C3, P, NA, €, K, « rojo « amarilio 24 horas o rojo -+ amarillo s verde
BICARBONATO, AGAP, DIF, OSMOLALIDAD Analito individual Sin ant lante
Perfil Diabético 1 (13 elementos) Sin anticoagulante/ suero sl ua in anticoagu _l suero
GLU, COL, TRIG, ALT, FA, GGT, Ca, Na, T, K, « rojo - amarilio 24 horas Pe * rojo « amarillo
BICARBONATO, AGAP, DIF Acndos Bnllares Sin anticoagulante/ suero 2 dias
Perfil Diabético 2 (14 eiementos) 1 sin anticoagulante/ suero « * rojo
GLU, COL, TRIG GGT rojo « amarilio + 1 sangre con 4 dias i
BICARBONATO, AGAP, LOBINA EDTA « morado Aados 8"""5 Sin anticoagulante/ suero 2 dias
GLICOSILADA O FRUCTOSAMINA . ost] * rojo
Perfil Hepético (13 elementns) Sin anticoagulante/ suero
GLU, URE, COL, BT, BD, BIL N/C, Al * rojo « amarillo 24 horas
CK, PT, ALB ’
Pl FepAicolConvulsiones (15 dlementos) | T sh antcosguiante] 560 + URIANALISIS
2 sangre con EDTA 2 dias
GLU, URE, COL, BT, BD, BIL N/C, ALT, AST, FA, GGT, o rojo « amarilio « morado
CK, PT, ALB, PT. Ab TACD.
Perfil Hepatico/Acidos Biliares (15 elementos) ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
GLU, URE coL, BT, BD, BIL N/ 3 T, Sin anticoagulante/ suero 2 dias ENTREGA
K. PT. « rofo « amarilio Urianalisis Orina fresca A 24 horas
Sangre con EDTA « morado
2 dias Urocultivo con Antibiograma Orina fresca A 5 dias
Perfil Sospecha de Endocrinopatia (7 elementos) Sin anticoagulante/ suero
GLU, COL, ALT, FA, GGT, FA INDUCIDA POR * rojo 3 dias . -
ESTEROIDES (FAIE), T4L Citologia de Sedimento Urinario Orina fresca A 2 dias
Perfil Tiroideo (5 elementos) Sin anticoagulante/ suero
T3, T4T, COLESTEROL TOTAL, TSH, ECUACION K « rojo 4 dias 2 e -
Citologia de Sedimento Urinario Orina fresca A 2 dias
Perfil Tiroideo en Tratamiento (3 elementos) Sin anticoagulante/ suero 4 dias y Urianalisis
Y81, Totl, X ERTERCL TOTA. * rojo Relacion Proteina/Creatinina en orina Orina fresca A 3 a4 dias
Perfil Completo otros Mamiferos
GLU, URE, CRE, COL, TRIG, BT, BD, BIL N/C, ALT, Sin anticoagulante/ suero 24 horas - - - -
AST, FA, GGT, AMI, CK, PT, ALB, GLOB, R A/G, Ca, P « rojo + amarillo Andlisis Fisicoquimico de calculos Urolitos A 5 dias
Na, O, K. BICARBONATO, AGAP. DIF, OSMOLALIDAD




TOXICOLOGIA

ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
ENTREGA
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE Insulina Sin anticoagulante/ suero
ENTREGA » rojo « amarillo 2 dias
Intoxicacién con warfarinicos 5 dias Peptido C Sin anticoagulante/ suero r
* rojo 2 dias
Dicumarina Sin ar!tiooag;l;nte/ suero 4 dias Progesterona canina Sin anticoagulante/ suero -—
— - - = rojo
Etilenglicol Sangre con E[;TA Jez‘*epa""a 4 dias Aldosterona Sin anticoagulante/ suero
. o morad. . * rojo 3 dias
Fenobarbital s 2 dias TaL Sin anticoagulante/ suero
= = = rojo e morado 2 dias
Pesticidas Sin anticoagulante/ suero 6 di = L
(Organoclorados Y Fosforados) « rojo was T4T Sin anhco‘:xgrt:’l;:ontel suero _—
Digoxina Sin antiooagul@ntel suero 2 dias TSH S anbcoagulante]
» rojo » rojo 2 dias
Hemoglobina glicosilada Sangre con EDTA
HORMONAS Y PRUEBAS ESPECIALES o s o S ,
Ca elino: * rojo 3 dias
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
ENTREGA "
Sopresi o b Gexametnson Sin anﬁmfg;l;onwl g 3 dias PARASITOLOGIA
Supresion a la dexametasona Sin anticoagulante/ suero 3 dias
ortisol 3 dete 2 RLI00 ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
Cortisol Sin anticoagul_am:e/ suero 2 dias = ENTREGA
s rojo otacion 1 muestra Heces frescas 24 horas
Relacién Cortisol/Creatinina en orina Orina fresca A 3 dias
Flotacion seriada Heces frescas 24 horas
ACTH Sangre con EDTA « morado 2 dias (3 muestras)
Hormona adenocorticotrdpica Faust 1 muestra Heces frescas 24 horas
Diferenciacion de fosfatasa alcalina Sin anticoagulante/ suero
; o a:\ m?:glumqlo 28 hores Faust seriado Heces frescas 24 horas
Relacién cortisol/creatinina en orina Orina fresca 24 horas (3 muestras)
ion y Fi 1 H i 24
Tripsna Inmunoreactiva Sin anticoagulante/ suero pm— Flotacion y Faust 1 muestra leces frescas horas
* rojo Flotacién y Faust seriada Heces frescas 24 horas
SDMA Sin anticoagulante/suero 3 dias e (3 muestras) _—
inina simét je » rojo incion kinyoun oras
Estrégenos Sin anticoagulante/ suero de Crypto Heces frescas
* rojo Coprologico
E Croscopico, Gtolog Heces frescas 2 dias
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE
ENTREGA ENTREGA
Raspado de piel Raspado profundo en un 24 horas Sangre con EDTA » morado T
: a portachjetps/con gliceria Distemper canino PCR Hisopo conjuntival (con 0.5 mi 3208 ke
Identificacion de hemoparasitos Sangre con EDTA 24 horas o T %e SSF estéril)
Frotis s Jineo e morado rvovirus canino leces frescas 24 horas
Identificacién de parasitos 7 dias
Triple Digestiva ELISA Heces frescas 24 horas
AC. Anti Toxoplasma IgG Sin anticoagulante/ suero 2 dias ronavirus+Parvovirus+Giardia st
® o Panleucopenia felina ELISA Sangre con EDTA Rt
AC. Anti Toxoplasma IgM Sin anticoagulante/ suero P— pe R ibipe e 4 dias hébiles
* rojo
R Panleucopenia felina PCR Sangre con EDTA G e AR
N Pfuepa de KNOTT Sang.md?m 4 dixs el - Plecias 3-5 dias habiles
: onema re dimtum Leucemia / SIDA felino ELISA ISangre con o sin anticoagulante] 24 horas
» rojo + amarillo » morado
LeVF PCR Sangre/ médula dsea con € diac hihi
ENFERMEDADES INFECCIOSAS LT pre—
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE X s AR e & a“"c”f‘-’r‘:;;‘tef 24 horas
ENTREGA = —
Leptospira serologia Sin anﬁcpagulante/ suero 6 dias
16 serovariedades)  rojo - amarillo habiles = %
Sangre con EDTA  morado | 3.5 o BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA
Leptospira PCR orina fresca 4 habiles
s ESTUDIO REQUERIMIENTO
- W LTI ETT B
Brucella canis aislamiento rigera S! 509660 habiles Bacterioldgico con antibiograma Muestra en medio de
vaginal, place:g:r,i lavado vaginal G e tra (Stuart) A S dias
o no. . =S hees IEporte .
Sin anticoagulante/ suero 223 dias Bacteriologic_o con antibiograma de aves y Muestra en medio de s
Brucella canis aglutinacién en placa » rojo « amarillo hébiles reptiles (sensidicco extra transporte (Stuart) A S dias
Asa intestinal amarrada
Sangre con EDTA B p ’ . "
» 3 a Sdias Bazo, higado, Hisopo o tejido 15 dias
Brucella canis PCR » morado habiles Quitivos tic Anasrobios |muscular a temperatura ambiente
Sangre con citrato de sodio 10 dias Bacteriolégico y micoldgico de otitis Muestra en medio de transporte S
Brucella canis hemocultivo * azul habiles o (Stwat) A | 10 dias habiles
Analisis micoldgico general Pelo depilado y escamas en sobre| 10 a 15 dias
Sangre con EDTA 7-10 dias de papel habiles
Hemocultivo general * morado habiles Antifungigrama Pelo deplladt:’: escamas en sobre| 10 a 15 dias
) Sangre con o sin anticoagulante | 4 porac = :”pe‘ — habiles
Distemper canino ELISA * rojo « amarillo « morado e ” lsop:do recta ne‘:o medio Stuart
Sangre con EDTA « morado 4 s  Bacterioldgico gestmenttica eces.en tubo e rofgy P—

Distemper canino IFA

improntas conjuntivales

habiles

Vesicula biliar en contenedor
estéril




HISTOPATOLOGIA, CITOLOGIA
Y LIQUIDOS

NECROPSIAS

REQUERIMIENTO INCLUYE TIEMPO DE
ESTUDIO REQUERIMIENTO TIEMPO DE -
ENTREGA 0.5-5 KG
Perros y gatos *
S e Histopatoldgico y tinciones especiales.
Citologia 1 sitio Impronta, ACAD, PAF, Raspado con b - Li’{“"_-ﬁ en 12 dias habiles
(Se inciuyen imégenes) hisopo, liquido de cualquier nédulo 2 dias refrigeracion, bolsa *No induye incneracién individual o
neara y sellada comunitaria.
Sitio extra 6-10 KG En caso de requerir incineradién consultar
Citologia vaginal Raspado con hisopo y rodar en un Perros y gatos los precios vigentes. (Incineracién
(exclusivamente para determinacion del ! . 24 horas a Cadaver en individual o comunitaria con o sin 12 dias habiles
e S R S 48 horas efrHeraci Is recuperacién de cenizas)
ciclo estral. Se incluyen imégenes) reinger GC‘O“h bc? sa
2 negra y seliada
Citologia 6tica Raspado con hisopa *En caso de requerir estudio toxicolégico
(Se incluyen imagenes) Mmdar e zzsmmﬁ: 11-15 KG Perros y referirlo y consultar precio vigente.
Efusiones (pericardica, toracica y Cadéver en 12 dias habiles
abdominal) 1 sin anticoagulante s rojo + 24 horas refrigeracion, bolsa
(Determinacion de analitos especiales si se 1 sangre con EDTA « morado neara y seliada
requiere. Se induyen imagenes) >20KG
_ Liquido sinovial 1 sin anticoaguiante « rojo + Perros y gatos *Histopatolégico y tinciones especiales.
(Se incluyen imagenes) 1 Heparina « verde 24 horas A
Cadéaver en & 12 dias habiles
T L 3 No incluye indneracién individual o
Liquido cefalorraquideo 1 sin anticoagulante » rojo + 2 refrigeracion, bolsa comunitaria.
(Se incluyen imagenes) 1 sangre con EDTA « morado neara v sellada En caso de requerir Incineradén consultar
Otros animales los precios vigentes. (Incineracién
<5KG Individual o comunitaria con o sin
(Se incluyen imagenes) Cadéver en recuperacion de cenizas) 12 dias habiles
(En caso de tinciones espedales no hay Muestra en envase hermético con 7 a 10 dias sfrigeracion, bol
costo extra, de ser necesaria, el tiempo ;.‘& formol al 10 % habiles ; ;ﬂ:;?:ghg:a *En caso de requerir estudio toxicoldgico
entrega podria exceder) == referirlo y consultar precio vigente.
Pieza extra i *Estudio bacteriolégico en caso de ser
istopatolég 3 Muestra en envase hermético con ; Otros anim necesario.
Hishopatologien:de gitinch e mmahisiia formol al 10 % 72 10 dias >5KG En caso de requerir incineracidn consultar
(De uno a dos linfonodos reglonales. Se habiles
incluyen imagenes) Cadéaver en los precios vigentes. (Incineracién 12 dias habiles
- — refrigeracion, bolsa Fcidust °mmgns;’ -
Histopatologia + Inmuno-histoquimica | Muestra en envase herméticocon | o o negra y sellada .
(Se incluyen imagenes) formol al 10 % o bmle de paﬁﬁm habiles

UROCULTIVO
BRUCELLA CANIS (AGLUTINACION)
ANALISISMICOLOGICO

BACTERIOLOGICO CON
ANTIBIOGRAMA

BACTERIOLOGICO CON
ANTIBIOGRAMA
AVES Y REPTILES

SEROLOGIA LLEPTOSPIRA
ANTIFUNGIGRAMA
MICROBIOOGICO DE OTITIS
TP/ TTPa
ACIDOS BILIARES

LEUCEMIA /- SIDA FELINO ELISA

Imagen 69. Lista de servicios con las que cuenta “Laboratorio Veterinario México”. 125
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Electrolitos

Los electrolitos son sustancias que existen como particulas en una solucién acuosa.
Las particulas cargadas positivamente son cationes y las cargadas negativamente
son aniones. Para mantener la neutralidad eléctrica en los liquidos corporales, debe

haber igual nimero de cationes y de aniones en solucion (ley de electroneutralidad).

Los electrolitos disueltos en los liquidos corporales tienen funciones vitales en todos
los procesos biolégicos; entre los mas conocidos se encuentran la conduccion
nerviosa y contraccidon muscular, producto de los movimientos transmembrana de
los electrolitos; ademas de estabilidad de las membranas y su participacion esencial
como cofactores en muchas reacciones enzimaticas. El sodio es el principal cation y
el cloro el anibn mas abundante del liquido extracelular; el potasio es el principal
catién en liquido intracelular.*?

Para la determinacion de los electrolitos, es indispensable contar con el equipo
necesario para la correcta lectura en la muestra que ha sido seleccionada, cabe
resal tar que en estos equipos se puede emplear el suero, plasma e incluso sangre
completa de un mismo paciente para optimizar el trabajo dentro del laboratorio.

Las determinaciones de electrolitos en muestras sanguineas se efectian por lo
general mediante fotometria de llama, en la que una muestra, diluida a una
concentracion conocida de i6on de referencia (habitualmente litio o cesio) es
pulverizada y pasada a través de una llama que excita los cationes. Estos emiten la
energia en forma de luz de diferentes frecuencias; la amplitud de esta emision es
proporcional a la concentracion de iones de la muestra.

El equipo mas empleado para la lectura de los electrolitos se llama “Easy Lyte”
(Imagen 70), el cual mide el sodio, el potasio y el cloro o el litio, el calcio y el pH de los
fluidos corporales utilizando una técnica de electrodos selectivos de iones. Los
electrodos de flujo para sodio y pH contienen tubos de cristal formulado
especialmente para ser sensible a los iones de sodio. Los electrodos de flujo para
potasio y calcio emplean un tubo de plastico que incorpora ionéforos portadores
neutros. Los electrodos de flujo para cloro y litio incluyen un tubo de plastico
formulado especialmente para que sean selectivos a los iones cloro o litio. El

potencial de cada electrodo se mide con respecto a un voltaje fijo y estable
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determinado por el electrodo de referencia de plata/cloruro de plata. Un electrodo
selectivo de iones desarrolla un voltaje que varia con la concentracion del i6n ante el

cual responde.*®

Imagen 70. Equipo “Easy Lyte”.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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Protocolo parala determinacidon de electrolitos

Materiales:

a)
b)
c)
d)

e)

Equipo “Easy Lyte PLUS”.

Muestra de suero, plasma o sangre completa.
Pocillos de pléstico.

Micropipeta.

Puntas de micropipeta.

Procedimiento:

1.
2.

Encender el equipo conectandolo a la corriente eléctrica.

Con el menu de opciones que se despliega al encender, seleccionar la opcion
de calibracion.

Una vez que el equipo se encuentra calibrado, seleccionar la opcion “analizar
sangre”.

Con ayuda de una micropipeta, previamente se le coloc6 una punta de
plastico, se procede a tomar una pequefia cantidad de muestra y se coloca
en un pocillo de plastico.

Una vez que en el menu se selecciona “analizar sangre”, el equipo arrojara
una aguja en la cual se debe colocar el pocillo ya con la muestra en él.

El equipo se encargara de tomar una pequefia muestra para poder hacer la

lectura de los electrolitos.

128



7. En menos de un minuto se podra visualizar en la pantalla los valores que
arroj6é de la muestra que fue seleccionada.
8. Una vez realizada la lectura, se procede a anotar los valores en la bitacora.

(Imagen 71).

moto g20

Imagen 71. Bitdcora donde se anotan los valores que arrojo el equipo, una vez finalizada su lectura.
Fotografia tomada en las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, Vanegas L., 2023.
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SNAP’S

Las pruebas rapidas o Inmunocromatografia son métodos faciles y practicos para la
deteccion de antigenos por medio de un mecanismo no especializado que
determina la presencia o ausencia de una enfermedad a partir de una muestra

determinada.

Son herramientas Utiles para la deteccion de enfermedades infecciosas que pueden
orientar el diagndstico y en un momento dado iniciar el proceso de toma de
decisiones para el control de la enfermedad detectada, debido a su rapidez y facil

interpretacion.*

La Inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a través de una
membrana de nitrocelulosa. La muestra es afadida en la zona del conjugado, el
cual estd formado por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del
antigeno a detectar y un reactivo de deteccion. Si la muestra contiene el antigeno
problema, éste se unird al conjugado formando un complejo inmune y migrara a
través de la membrana de nitrocelulosa. De lo contrario, migraran el conjugado y la

muestra sin unirse.

La zona de captura esta formada por un segundo anticuerpo especifico contra otro
epitopo del antigeno. Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la
union del antigeno y conjugado quedaran retenidos y la linea se coloreara (muestras
positivas). En el caso contrario las muestras son negativas. La zona control esta
formada por un tercer anticuerpo que reconoce al reactivo de deteccion. Cuando el
resto de muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unira al conjugado libre que no
ha quedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control de que el
ensayo ha funcionado bien, porque se colorea siempre, independientemente si la

muestra es positiva o negativa.*?

Se utilizan con el fin de obtener un resultado rapido, inmediato y con la misma
precision que las pruebas de un laboratorio. Estas pruebas se realizan comunmente
cerca del paciente y para su uso se pueden utilizar diversos tipos de muestras, ya

sea sangre entera, suero, plasma, heces, leche. Se puede utilizar como una prueba
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tamiz en una poblacion de animales determinada y pueden ayudar a detectar
antigenos y anticuerpos asociados con el diagnoéstico de enfermedades infecciosas,
para la cuantificacion de niveles de hormonas metabdlicas y para verificar la

presencia de residuos de medicamentos en la leche.

El tamafio de estas pruebas es practico y se requieren pocos materiales adicionales
de bajo costo, que ya vienen incluidos en el kit. El material que se utiliza es
desechable y no es reutilizable. Los resultados de las pruebas se pueden ver de 5 a

10 minutos, maximo 20, segln la marca que se esté utilizando.
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SNAP para LeVF (VCheck)
e Deteccion del antigeno con Leucemia Viral Felina (LeVF).
Sensibilidad del 94.7 y especificidad del 99.7%.

Su principio esta basado en inmunocromatografia

Dentro del kit se encuentran los siguientes materiales:
o Dispositivos para prueba rapida antigeno LeVF.

o Tubos con anticoagulante.

Tubos de ensayo con diluente.

Tubos capilares desechables.

Plasma o Suero

3 Agregue 2 gotas de diluente
en |a ventana del dispostivo

2 Agregue 10pt de suere, plasma
© sangre entera én ¢ la ventana

1 Preparadion

del depositive con el gotero

Imagen 72. Recuperada de ficha técnica, https://www.bionote.com.mx/felinos/88-fiv-abfelv-ag-5-pruebas.html

2023.

. 28 de junio
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SNAP 4DX (VCheck)

e Deteccion del antigeno de Dirofilaria immitis, anticuerpos de Ehrlichia canis,
anticuerpos de Borrelia burgdorferi (Lyme), anticuerpos de Anaplasma
phagocytophilum, platys.

e Deteccion simultanea de 4 enfermedades transmitidas por vectores.

e Su principio esta basado en el ensayo de inmunocromatografia.

e Se puede usar sangre completa, plasma o suero.

e Dentro del kit se encuentra:

o Dispositivo Anigen CaniV-4.

o Frasco gotero con diluyente.

o Tubo de ensayo con anticoagulante,
o Tubo capilar desechable.

20l de 10w de
sangre e ueroiplasme

=l o
’ o — = @)
= =] ® == ®
{ =l @ ®
Sangre completa + EDTA Plasma o Suero =] (&) )

Usar e capilar desachable y deposite 20 de la sangre entera én cada ventana

Prepamcion de b muestm 0, deposite 10ul de |la muestra en cada ventana usando meropipeta

3'9““5 1
ﬁ I Lot
=1 [ ----I:---1--..._.
= (=B = un
=} —
Afada 3 gotas del diduente en cada ventana 5 i

Imagen 73. Recuperada de ficha técnica, https://www.bionote.com.mx/caninos/86-caniv-4-5test.html. 28 de junio 2023.
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SNAP para Parvovirus (IDEXX)

e Deteccidn del antigeno de parvovirus canino en heces de caninos. Este

analisis detecta un antigeno proteico de superficie de parvovirus canino

eliminado en las heces de perros infectados.
e Alta especificidad 97% y alta sensibilidad 95%.

e Se usa materia fecal de un canino sospechoso.

e El ensayo esta basado en inmunocromatografia.

e En el kit se encuentra:

o Hisopo con conjugado anti-parvovirus (conservada con ProClin 150)

o Dispositivo SNAP

o Solucion de lavado (conservada con ProClin 150)

o Solucién de sustrato

Como llevar a cabo el analisis

1. 5i los componentes se han almacenado en newvera, hay gue esperar unos 30
minutos a que se equilibren a temperatura ambiente (18-25°C). No calentar

2. Obtenar un hisopo para muestreo y un dispositivo

Deptsita
SMAP para cada muestra que vaya a analizarse. o mlm
Tirar del tubo gue cubre la punta del hisopo y

__ Wastago de

girelo para retirar dicho tubo del montaje de
hisopo [/ depdsito de reactivo (A). Usando &l

Tubo — wahiula moeado
hisopao, recubrir la punta del mismo con el Punta del
material facal y devolver el hisopo al tuba (B). — hisapo

MOTA: Evitar recubrir el hisopo con una cantidad excesiva de materia fecal.
Una capa delgada es suficients.

3. Romper el vastago de la valvula morado situado en el deposito de reactivo
doblando &l conjunto a la altura del cusllo estrecho (C), puede resultarle mas facil
&i lo dobla nuevamente en el sentido opuesto. Comprima el depdsito de reactivo
tres weces para hacer pasar la solucion azul por la punta del hisopo y mezclarda
con la muestra (D).

4. Colocar el dispositivo SMAP sobre una superficie horizontal.
Usar el hisopo como una pipeta. agregar 5 gotas del fluido
en &l pocillo de muestra, teniendo cuidado de no salpicar el
contenido fuera del pocillo de muestra.

La muestra fluird a través de la ventana de resultados.
slcanzando el circulo de activacidn en unos 30-60 segundos.
Parte de la muestra puede quedar en &l pocillo.

5. EM CUANTO la muestra aparezca en &l circulo de activacion, presionar con fuerza
el activador hasta que quede alineado con el cusnpo del dispositivo.
= 3 -4 Mo estd presionado del odo

5

Coarecto Inconmeoto

MOTA: Puede que algunas muestras no fluyan hasta el circulo de activacion
pasados los 60 segundos y, por lo tanto, el circulo no cambie de color. En este
caso, pulsar el boton activador después de que la muestra haya pasado por la
wentana de resultados.

6. Leer el resultado del andlisis al cabo de B minutos.

Interpretacion de los resultados del analisis

Para determinar el resultado del andlisis, leer los Cantral positivo

puntos de reaccion en la ventana de resultados y ¥

comparar la intensidad del punto de la muestra Punto de
con la del punto de control negativo. n‘?gﬁ,ﬂg - -  muestra
o de Parvouinus

Resultados Positivos

La aparicion de un color mas oscuro que &l
control negativo en los puntos de muestra

indica un resultado positivo, y la presencia

de antigeno de Parvovirus en la muestra.

06

Resultados Negativos
La aparicidn de color dnicamente en el punto de
control positivo indica un resultado negativo.

Resultados nulos
» Control negativo (garantia frente a falsos positivos) —Si el color en el punto de

control negativo es igual o mas oscuro al color en el punto de muestra, el resultado
es nulo y debe volver a analizarse la muestra.

* No hay color—Si el control positivo no se colorea, repita el analisis.

* Fonde—Si se deja que la muestra llegue mas alla del circulo de activacion, puede
aparecer un color de fondo. Un poco de color de fondo es normal, pero si le impide
ver claramente los resultados del analisis, repita el procedimiento.

Imagen 74. Recuperada de ficha técnica, https://www.idexx.es/files/snap-parvo-pkg-insert-en.pdf. 28 de junio 2023.
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SNAP para Virus de Distemper Canino (VCheck)

e Deteccion del antigeno del virus del Distemper canino.
e La mucosa conjuntiva se usa como muestra.
e Sensibilidad de 100% y especificidad de 98.5%.
e El principio esta basado en un ensayo de inmunocromatografia.
e En el kit se encuentra:
o Dispositivos para prueba rapida Anigen CDV Ag.
o Tubos de ensayo para muestra con diluyente.
o Hisopos para recoleccion de la muestra.

o Goteros desechables.

Procedimiento

Humedezca previamene
ol hisopa con solscian salina

8

[ ]

1 Recolecte una muestra & la compuntiva en &l 3er parpado (area color rojo) 2 [nserte el hisopo dentro del ubo de la
muestra i agite & hisopo al menos 10 vedes

& 7 Interpretacion
T
4 gotas 5~10 mirn. U
- - " _
&
._-_*"I

*’ I I | Frarkes
[
) Inraisda
3 Retire el hisapo exphimiéndalo 4 Torme &l sobrenadants con 5 Agregue 4 gotas en la ventana Iih
contra las paredes del tubo & gotero desechable del dispositiva

Imagen 75. Recuperada de ficha técnica, https://www.bionote.com.mx/caninos/79-cdv-ag.html. 28 de junio 2023.
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TINCIONES

Gram

La tincion de Gram se basa en colocar como colorante primario cristal violeta, el
cual se une a la pared celular bacteriana ya que tiene afinidad con el peptidoglicano
de ésta. Posteriormente, se coloca lugol, el cual funciona como mordiente, es decir,
para la unién o fijacion del colorante e impide la sal ida del cristal violeta de algunas
especies de bacterias, incluso luego del tratamiento con un decolorante, debido a la
formacion de un complejo cristal violeta-lugol que satura los espacios del
peptidoglicano de la pared bacteriana.

Posteriormente, se coloca una mezcla de alcohol acetona, la cual deshidrata la
pared bacteriana y cierra los poros de ésta, asi como también destruye la
membrana externa de las bacterias Gram negativas debido a que ésta es soluble a
la accion de disolventes organicos, como la mezcla de alcohol acetona.

Las bacterias Gram positivas, al contener una gran cantidad de peptidoglicano,
retienen con mayor fuerza este complejo, mientras que las Gram negativas no lo
pueden retener por tener menos cantidad de peptidoglicano en su pared.

Por altimo, se coloca safranina, la cual funciona como colorante secundario o de
contratincion y sirve para tefiir las bacterias que no pudieron retener el complejo

11
l.

cristal violeta-lugol.™ (Imagen 76).

SAFRANINA

Saluckén colorante pars matds

-

Imagen 76. Kit para realizar tincion de Gram.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2023.
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PROCEDIMIENTO:
e Colocar violeta de genciana al extendido previamente realizado, durante un

minuto, posteriormente enjuagar con el chorro de agua de la llave. (Imagen 77).

—

—

Imagen 77. Al extendido que se realizo con el sedimento urinario, se le debe de agregar violeta de genciana, hasta

gue lo cubra en su totalidad.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2023.

e Colocar yodo lugol durante un minuto, pasado el tiempo, enjuagar en el agua

de la llave. (Imagen 78).

Imagen 78. Después de haber enjuagado con agua de la llave, se coloca yodo
lugol al extendido, y se deja durante 1 minuto.

Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario
Meéxico”, por Vanegas L., 2023.
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e Agregar durante 30 segundos alcohol-acetona y enjuagar pasado el tiempo.
(Imagen 79).

Imagen 79. Se debe colocar alcohol-acetona una vez que se le retiré e yodo lugol.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2023.

e Por ultimo dejar por un minuto la safranina, transcurrido el tiempo, enjuagar

con el chorro del agua de la llave. (Imagen 80).

Imagen 80. Por ultimo paso, agregar safranina como colorante secundario.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario
México”, por Vanegas L., 2023.

e Secar al aire, y posteriormente montar para la observacién al microscopio y

determinar ausencia o presencia de bacterias Gram (+) o Gram (-).
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Wright

Los colorantes tipo Romanowsky estdn formados por Azul de Metileno y sus
derivados oxidados, colorantes béasicos, y el colorante acido eosina. Los colorantes
basicos se unen a los componentes acidos de las células, acidos nucleicos,
granulos en neutrofilos y proteinas acidas que se tifien de un color rojo purpura mas
0 menos intenso, mientras que la eosina se une a la hemoglobina, componentes
basicos de las estructuras celulares y los granulos de los eosinofilos.

El balance entre el azul de metileno y sus derivados oxidados y entre estos y la
eosina, proporciona una tonalidad mas o menos azul y una mayor o0 menor

intensidad en la coloracién, que son caracteristicos de cada tipo de colorante.™

PROCEDIMIENTO:
1. Realizar un frotis sanguineo de la muestra que se va a trabajar.
2. Secar al aire el frotis, identificar el portaobjetos con ayuda de un lapiz punta

diamante. (Imagen 81).

Imagen 81. Frotis ya seco, listo para ser tefiido.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.
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3. Colocar en el tren de tincion el portaobjetos previamente identificado y
marcado.

4. Agregar tincion Wright en todo el portaobjetos y dejarlo actuar por 5 minutos.
(Imagen 82).

Imagen 82. Se afade tincién Wright en todo el extendido.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.
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5. Pasados los 5 minutos, se agrega solucion Buffer en todo el portaobjetos (se

debe formar una capa metalica) y dejar actuar por 10 minutos. (Imagen 83).

/b

Imagen 83. (A) Se agrega solucion Buffer en todo el extendido; (B) formacion de una capa metalica en el extendido.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

6. Pasados los 10 minutos, enjuagar con ayuda del chorro de agua, y
posteriormente se deja secar al aire. (Imagen 84).

Imagen 84. Una vez pasado el tiempo, debe de enjuagarse al chorro de agua comun.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.
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7. Agregar una gota de resina en la monocapa. (Imagen 85).

Imagen 85. En cuanto el extendido esté seco, debe colocarse resina, posteriormente, se debe agregar un
cubreobjetos para que pueda distribuirse por capilaridad.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.

8. Colocar un cubreobjetos, para que la resina se distribuya por capilaridad.

9. Observar al microscopio. (Imagen 86).

142
Imagen 86. Al momento de hacer la observacion se debe revisar la morfologia de eritrocitos y leucocitos; asi como si
hay presencia o no de poiquilocitos, aglutinacion, Rouleaux, inclusiones citoplasmaéticas, etc.
Fotografia tomada dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México”, por Vanegas L., 2022.



Diff Quick

Método de tincidén sencillo consistente de una tincién eosindfilica, una basdfilica y
una fijadora.

La tincion de Romanowsky es una mezcla que contiene azul de metileno y eosina y
gue se utiliza para preparar frotis para analisis sanguineos como base de diversos

colorantes, como los de Wright, Giemsa.

La tincién de la muestra permite distinguir la forma, tamafio y contorno de los
hematies, leucocitos y plaquetas y el nucleo, citoplasma y granulaciones de las
distintas células ya que adquieren diferentes colores: azul, plrpura o rosa. Esta
separacion por colores es el llamado efecto Romanowsky, que tifie de parpura a los

nucleos y granulos neutrofilicos y de color rosa a los eritrocitos.
PROCEDIMIENTO:

Se recibe el extendido y se deja 1 minuto en una solucion fijadora (alcohol).
Posteriormente, se coloca durante 1 minuto en la solucion roja (eosina buferada).
Al finalizar el tiempo, se deposita durante 1 minuto en la solucion azul (tiacina
buferada). (Imagen 87).

4. Pasado el tiempo, se deja secar, se monta agregando una gota de resina y un

cubreobjetos para su observacion al microscopio.

Imagen 87. Kit de hemocolora . : . . ocolorante-rapido/
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https://hycel.com.mx/producto/hemocolorante-rapido/

INTERPRETACION DE RESULTADOS.
CELULAS

Eritrocitos

Neutréfilos

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

Plaguetas

Tabla 7. Interpretacion de resultados, elaborada por Vanegas L., 2023.
Informacién extraida del manual de usuario de “Hemocolorante rapido”.

Imagen 88. Leucocitos observados en un extendido sanguineo tefiido con Diff Quick. (A) Se aprecia un linfocito maduro, (B)
neutrofilo en banda, se logra apreciar algunos granulos en su interior, (C) neutréfilo segmentado, el cual al parecer cuenta con 3
lobulaciones.

Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México” por Vanegas L., 2023. 144



Kinyoun

Esta tincion proviene de la modificacion de la tincion de Ziehl Neelsen, por lo tanto,
ambas técnicas se interpretan de la misma forma y tienen como base el mismo
fundamento, pero se diferencian en dos aspectos: en el reactivo principal (debido a
gue en Kinyoun se utiliza carbol fucsina tergitol) y en que la técnica de Kinyoun no
utiliza calor. El objetivo de esta tincion, al igual que la tincion de Ziehl Neelsen,
consiste en diferenciar a los microorganismos Bacilo Alcohol Resistentes (BAAR)
positivos de los no positivos. La modificacion de Kinyoun a la técnica de Ziehl
Neelsen se denomina “método frio”, porque utiliza un detergente tensioactivo como
el tergitol, en lugar de tratamiento con calor. Esta coloracion permite una tincion mas
rapida que el clasico procedimiento de Ziehl Neelsen y evita la necesidad de

calentamiento.!

PROCEDIMIENTO:

e Preparar una laminilla con dos extendidos paralelos, directamente de la muestra
de heces y dejar secar al aire.

e Fijar con calor.

e Colocar el extendido sobre el puente de tincién y cubrir con fucsina durante 8
minutos; posteriormente se debe lavar con abundante agua hasta eliminar el
tono rosa.

e Agregar alcohol &cido durante 6 segundos y lavar nuevamente con suficiente
agua.

e Cubrir la laminilla con azul de metileno durante 11 minutos y posteriormente

enjuagar, para después secar al aire.
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e Una vez seca la laminilla se les colocara resina y un cubreobjetos, para poder
ser examinadas a 40y y luego a 100y. (Imagen 89).

Se interpreta como positivo cuando existan estructuras circulares tefidas de rosa

(ooquistes de Cryptosporidium); si no se encuentran estas estructuras tefiidas se

interpreta como negativo.

Imagen 89. Prueba positiva a presencia de ooquistes de Cryptosporidium en un paciente canino.
Fotografias tomadas dentro de las instalaciones de “Laboratorio Veterinario México” por Vanegas L., 2023.
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