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I. Título de la Tesis: 

"ELABORACION DE UN CONJUGADO FLUORESCENTE 

·EXPERIMENTAL PARA EL DIAGNOSTICO DE PARVQ 

VIROSIS CANINA". 



l. 

II. INTRODUCCION, 

1) EL PROBLEMA DE LA PARVOVIROSIS CANINA. 

El problema de la parvovirosis canina se present6 relativa
mente hace poco tiempo. En el afio de 1970, Binn y colabora
dores tomaron muestras rectales de perros sanos y aislaron 
un virus del grupo parvovirus al que llamaron "minute virus" 
En 1976, Siegl basándose en estudios serol6gicos estim6 que 
el virus estaba difundido en los canideos de los Estados -
Unidos de América sin reconocer su patogenicidad •.. En 1977, 
Eugster y colaboradores lograron observar al parvovirus en 
heces diarreicas en cachorros enfermos que se recuperaron -
espontáneamente entre los cinco y diez días posteriores a -
los primeros signos (1, 2). En febrero de 1978, Carmichael 
onscrv6 en los estados del este y suroeste de los Estados -
Unidos una epizootia sumamente contagiosa en canideos con -
cuadro clínico gastroentérico, siendo en ocasiones fatal, -
el cual fue atribuido a un Coronavirus. En el mes de agosto 
del mismo afio los autores observaron parvovirus por medio -
de la microscopía electr6nica en heces de canideos sospech~ 
sos ·de Coronavirus, lo que demostr6 que se trataba de dos -
enfermedades con el mismo cuadro clínico, pero de diferen-
te etiología viral. 

A finales de 1978, la enfermedad estaba difundida en todos 
los Estados Unidos (1, 3, 4). 

En el mismo afio Kelly y Atwell descubrieron en Australia 
una miocarditis de probable origen viral en canideos, la -
cual fue confirmada posteriormente por ser causada por par
vovirus. 



En el mismo año Post y Feldman reportaron en Canadá un caso 
de gastroenteritis similar a los casos observados en Esta-
dos Unidos de Norteamérica. 

En general a partir de 1978 fueron reportados m6ltiples br~ 
tes de gastroenteritis hemorrágicas y miocarditis causadas 
por parvovirus en perros de paises como Alemania, Austria, 
Bélgica, Canadá, E.U., Francia, Holanda, Inglaterra, Panamá 
y Suiza. 

En México los primeros casos se reportaron en marzo, abril 
y junio de 1980, en los estados de México, Puebla, Hidalgo, 
Jalisco, Nuevo Le6n, Morelos y Veracruz, así como en el -
Distrito Federal. (2, :; , 7). 

La enfermedad se difunde rápidamente de un lugar a otro por 
vectores como moscas, cucarachas: e insectos hemat6fagos, a 
través de objetos inanimados como material orgánico en con
tacto con comederos, bebederos, jaulas, botes, ropa, etc., 
o bien cualquier individuo como médico veterinario o perso
nal de limpieza; está bien demostrado que por contacto de -
un animal enfermo a otro susceptible se difunde la enferme
dad (1, 3, S, 6). 

El agente causal de la gastroenteritis viral de los cani-
deos es miembro de la familia parvoviridae. Los parvovirus 
se han aislado a partir de numerosos huéspedes vertebrados 
como son: Bovinos, porcinos, perros, conejos, gansos, gatos 
y posiblemente de hamsters y ratas. Estos agentes son isom~ 
tricos, no poseen envoltura y contienen una cadena sencilla 
de ácido desoxirribonucleico (DNA), cuyo peso molecular es 
de 1.5 a 2.2 millones de Daltons; son virus resistentes al 
éter, al cloroformo, al calor y a los ácidos. 



3 

Todos los parvovirus se replican en el n6cleo <le las cflu!as 
durante ciertas fases del ciclo de divisi6n de las mismas · 
(8, 9). Existe también una cierta interacci6n antigénica en· 
trc los virus de la panleucopenia felina, el par\'ovirus can_! 
no y el virus de la enteritis de los visones (NEV), la cual 
se puede demostrar mediante pruebas de seroneutralizaci6n, · 
de hemoaglutinaci6n e inhibici6n de la hemaglutinaci6n (3, · 
10, 11, lZ, 13). 

Una de las características importantes del parvovirus canino 
es su capacidad de aglutinar a los gl6bulos rojos de porci· 
no y de primate; esta propiedad se aprovecha con fines de ·· 
diagn6stico (3, 11). 

El agente es sumamente resistente a los cambios bruscos de · 
temperatura y pH, adem5s resistente a la acci6n de los desi~ 
fectantes comunes, por lo que las infecciones se diseminan· 
con facilidad, persistiendo por tiempos prolongados en áreas 
contamina~as. Son resistentes a la acci6n del formol en 
proporciones menores a 1:30 (14). 

La principal vía de infecci6n es oral, aunque también se ha 
demostr.ado que el cuadro clínico puede reproducirse expcri· · 
mentalmente al inocular perros por vía oronasal, nasal, in·· 
tramuscular-intravenosa y subcutánea (3, 15, lb, 17, 18). 

A6n no se conoce si la infecci6n natural puede ocurrir por 
otra vía diferente a la oral; se desconoce también la do
sis mínima infecciosa. 

Los animales infectados eliminan al virus en las heces, lle

gan a alcanzar títulos <le hasta ·1x10 9 viriones infeccios~s -
por gramo de materia fecal (18, 19). 



Es posible que durante la fase de viremia el virus sea eli
minado también en algunas secreciones. 

La eliminaci6n del virus en las heces de perros infectados 
ocurre durante aproximadamente dos semanas a partir del ter 
cer dla posterior a la infecci6n experimental por vía oral. 

En algunos casos puede prolongarse la fase de eliminaci6n -
hasta por veinticinco días después de que ha ocurrido la i~ 

fecci6n de manera que, la amplia diseminaci6n de la enferm! 
dad parece deberse al hecho de que el virus es sumamente r! 
sistente a factores ambientales y a la diseminaci6n por pe
rros cr6nicamente infectados (18, 20, 21, 22). 

La capacidad del parvovirus canino de causar enfermedad pa
rece estar limitada a la especie canina, así se ha observa
do en el perro doméstico, y algunas referencias indican que 
se presenta en coyotes, algunas variedades de zorras, asl -
como en ciertas variedades de lobos (23, 24, 25). 

Aun cuando no se cuente con informaci6n suficiente respecto 
a la susceptibilidad de los seres humanos, se cree que son 
resistentes a la infecci6n por parvovirus canino (26, 27). 

La infecci6n por parvovirus en los perros puede dar origen 
a dos formas clínicas diferentes: Una gastroentérica y otra 
cardiaca o miocardial. La mortalidad es mayor en esta 6lt!
ma (28). 

FORMA ENTERICA. 

Esta forma c.1.ínica puede producirse en perros de cualquier 
edad, los signos clínicos más comunes son v6mito y diarrea 
que en la mayoría de los casos es de color grisáceo y fre-
cuentemente hemorrágica. Al inicio de la enfermedad hay de-



presión, anorexia y fiebre; la diarrea se hace aparente en
tre las seis y veinticuatro horas siguientes a la aparición 
de los primeros indicios de enfermedad. 

El v6mito puede ocurrir simultáneamente con la presentaci6n 
de la diarrea, sin embargo, en numerosos casos puede estar 
ausente. 

En algunos animales se produce el reflejo del v6mi to, pero 
este es improductivo. La diarrea propicia un cuadro de des
hidratación severa, la cual es más frecuente en los casos -
en los que la diarrea es hemorrágica. 

Aquellos animales en los que no hay he~orragia, tienen más 
posibilidades de sobrevivir que aquellos en los que se pro
duce el cuadro hemorrágico, independientemente de que se -
aplique tratamiento o no. La muerte suele estar asociada a 
estados severos de deshidrataci6n (4, 12, 21, 28, 29, 30, -
31, 32). 

Al realizar estudios hematol6gicos. de los perros clinicame~ 
te afectados, es posible identificar cierto grado de leuco
nenia. Es probable que en aquellos er. que la leucopenia es
té más marcada, será mayor la serveridad de la infección -
(33). 

Durante la fase <le recuperaci6n se observa un incremento en 
la cuenta de leucocitos. (33) 

FORMA CARDIACA. 

Esta forma de prcsentaci6n de la parvovirosis e~ peri~~ ·se 
ha diagnosticado solamente en cachorros menores cié ·do.ce.,,:,;. 
manas de edad, sin embargo, puede darse el cas~ de. qtúi ani

males adultos que sobrevivieron a un proceso <le miocarditis 
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de origen parvoviral sufran de fallas cardiacas a la edad 
de cinco meses o a6n mayores (34, 35). 

La forma cardiaca se produce en una tasa del 50% de mortali 
dad en camadas afectadas. Los miembros de las camadas que -
logran sobrevivir son animales aparentemente normales; pero 
al practicar en ellos electrocardiogramas se pueden identi
ficar indicios de miocarditis, la que por lo general ocurre 
a6n en ausencia de signos de enteritis o bien puede manife~ 
tarse de tres a seis semanas después de que los animales se 
han recuperado del cuadro entérico (34, 36). 

Los cachorros presentan dolor abdominal y permanecen postr~ 
dos, a la auscultaci6n se pueden identificar arritmias car
diacas, disnea e incluso edema pulmonar. El electrocardio-
grama confirma las anormalidades en el ritmo cardiaco. 

Es com6n encontrar al cachorro muerto sin que se haya mani
festado signo alguno de enfermedad. En ocasiones la muerte 
se produce pocas horas después de diagnosticar el padeci-
miento, independientemente de que se aplique o no alg6n tra 
tamiento. 

La muerte se produce a consecuencia de fallas en la conduc
ci6n de impulsos nerviosos a nivel de miocardio (34). 

Microsc6picamente las lesiones más representativas se obser 
van en el aparato digestivo, linfo-hcmatopoyético y coraz6n 
(S, 7, 36, 37, 38, 41, 42, 44, 45). 

En el est6mago encontramos congesti6n de la mucosa, ausen-
cia de contenido o líquido claro espumoso amarillento o gr! 
sáceo, pudiéndose observar hemorragias petequiales y equim~ 

ticas en la serosa (39, 40, 41). 



En el intestino delgado las partes más afectadas son el í-
leon y yeyuno; el duodeno es usualmente poco afectado al i
gual que el colon. Hay distensi6n por persistencia de gas, 
marcadas hemorragias petequiales y congesti6n en serosa; el 
contenido intestinal varía desde"pastoso amarillento a gri
sáceo hasta líquido sanguinolento e incluso con filamentos 
de fibrina. (5, 7, 36, 40, 41, 43, 44, 45). 

La mucosa presenta lesiones características de denudaci6n -
del epitelio, engrosamiento de la pared con fluido edemato
so y en ocasiones fibrinoso. Toda la mucosa está congestio
nada y hemorrágica con algunas áreas necr6ticas e inclusive 
Úlceras redondas. 

En el intestino grueso ocasionalmente podemos encontrar co~ 
gesti6n, ligeras hemorragias y edema de la mucosa; y como -
dato usual la presencia de heces pastosas mezcladas con san 
gre siempre es observable (3, 39). 

El timo presenta atrofia y necrosis en la zona cortical, el 
6rgano tiene una consistencia cartilaginosa. 

Ul bazo se encuentra aumentado de tamafio con conge~~i6n y 

hemorragias petequiales (5, 21). 

Los ganglios linfáticos mescnt6ricos 
dos, congestionados, hemorrágicos y edematosos 

La médula 6sea se observa generalmente 
lor obscuro (36, 42). 

El hígado se encuentra 
tencia friable (41). 

En el coraz6n, los 



nas congestionadas y pálidas con apariencia moteada, en el 
surco coronario del miocardio hay presencia de hemorragias 
petequiales y equim6ticas (5, 44). 

Los pulmones presentan congesti6n pasiva y edema e incluso 
con inflamaci6n y hemorragias en serosa; puede o no haber -
liquido en cavidad pleural (5, 16, 36, 39, 41, 44). 

Microsc6picamente los cambios histól6~icos son muy varia-
bles, ya que dependen de la severidad de la enfermedad. 

A nivel del tracto digestivo se observa denudación de la mu 
cosa con pérdida o atrofia de las vellosidades in·testinales • 
la mucosa está inflamada con hemorragias petequiales y áreas 
necr6ticas, además está engrosada y edematosa. También se -
observa necrosis de las criptas de Lieberkuhn o bien éstas 
pueden estar dilatadas con contenido necr6tico celular. 

Pueden observarse cuerpos de inclusi6n intranucleares bas6-
filos en las células epiteliales de las criptas de Lieber
kuhn. La lámina propia está aumentada de tamaño con infil-
traci6n de células mononucleares en la capa profunda y en -
las vellosidades; pudiendo observarse focos de neutr6filos 
y cariorrexis de algunas células. 

La submucosa está congestionada y edematosa con hemorragias 
y en algunos casos en la capa muscular y serosa se observa 
congestión y en ocasiones hemorragias (1, 2, 5, 39, 41, 43, 
4 5). 

En las placas de Peyer o ac6mulos linfoides localizados en 
la pared intestinal .se observa depresi6n, congestión y ne
crosis (5, 39, 41, 44). 

Los ganglios linfáticos mesentéricos están inflamados (hi--
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perplásicos) congestionados, hemorrágicos y necr6ticos en la 
corteza e incluso edematosos; ocasionalmente se observa in
filtraci6n linfocitaria (41). 

El timo presenta necrosis y atrofia cortical e incluso hemo
rragias (5, 39, 41, 44, '45). 

La m~dula 6sea muestra deplesi6n y hemorragias ocasionales. 
El pulm6n tiene inflamaci6n intersticial, hemorragias, edema 
y una marcada congesti6n (5, 41, 44, 45). 

El hígado se encuentra inflamado con congesti6n, se observan 
hemorragias ocasionales e incluso edema intersticial (7, 16, 
41). El coraz6n presenta miocarditis intersticial no supura
tiva con infiltraci6n linfocitaria, células plasmáticas, hi~ 
tiocitos neutr6filos y algunos eosin6íilos en miocardio, pe
ro lo más característico es la presencia de cuerpos de incl~' 

si6n intranucleares,bas6filos en fibras musculares y tambi&n 
zonas de necrosis, hemorragias y cambios degenerativos en fi 
bras musculares cardiacas (2, 5, 38, 41, 42, 44, 45). 

2·) EL D.IAGNOSTlCO DE PARVOVIR.OSJ S CANINA. 

El diagn6stico clínico se determina en base a la historia -
clínica y a los signos de la enfermedad. 

Se debe tener cuidado en el enfoque para elaborar el diagn6~ 
tico, ya que puede confundirse con otras enfermedades que -
producen signos semejantes, por lo tanto, aunque se tenga -
evidencia clínica, se debe respaldar por un diagn6stico de 
laboratorio e identificaci6n del virus para obtener un diag
n6stico confirmativo. La correcta anamnesis )' observación -
clínica del paciente deben considerar en conjunto les si-
guientes da tos:. 
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Edad de los canideos.- Los animales afectados pueden ser de 

cualquier edad, s~~ndo la enfermedad más frecuente en cach~ 
rros menores de seis meses y perros viejos (27, 45, 46, 47). 

El curso.- Es sobre agudo y agudo, ya que la muerte ocurre 
entre veinticuatro y setenta y dos horas después de inicia
dos los signos, presentando un cuadro clínico digestivo y -

cardiaco, o bien muertos repentinamente por problemas car-
diacos (1, Z, 3, 5, 39, 41, 44, 45). 

La morbilidad se considera entre 90-100\ y letalidad es de 
80-90\ (41, 46). 

Los signos clínicos. - Los más ca.racterísticos son: Hiperte_!: 
mia, 39.5 a 41 ºC. depresión, anorexia, emesis, diarrea e~ 
lor amarillo-grisáceo hasta hemorrágica, deshidrataci6n se
vera e incluso la muerte repentina por paro cardiaco, sig-
nos que nos darán la pauta para sospechar de esta enferme
dad (1, 2, 5, 7, 16, 41, 42, 43, 44, 45, 47). 

Lesiones.- Tomar en cuenta todos los cambios macrosc6picos 
y microsc6picos más evidentes. 

Anamnesis.- Datos que se obtienen del dueño del animal, que 
nos son útiles para integrar el diagn6stico y que son los -
siguientes: 

Revisar esquemas de vacunaciones, edad a la que se inmunii:6 
tipo de vacuna utilizada y vía de administraci6n. 

Edad del paciente. 

- Tipo de alimentación, cambios de dieta, etc. 

Preguntar si sale a la calle o no, o bien si ha asistido 
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a alguna exposici6n, cuándo y d6nde. 

Desde cuándo comenz6 el padecimiento y qu6 cambios han o~ 
servado en el paciente, si hay v6mito, de qué color y fr! 
cuencia; si hay diarrea, qué color y olor tiene, qué fre
cuencia; si existe depresi6n, anorexia, deshidratación, -

si ha cambiado el apetito, si bebe agua o no, si la retiene'. 

- Revisar las constantes fisiol6gicas, frecuencia cardiaca 
y respiratoria, pulso, temperatura e inspecci6n general -
del paciente ( 4 8, 4 9) . 

El diagn6stico diferencial es de suma importancia., ya que ! 
xisten gran cantidad de agentes infecciosos, así como cau-
sas no infecciosas que producen signos clínicos similares a 
los de la parvovirosis, tanto en forma digestiva como en -

forma cardiaca (41, 44, 45, 47). 

FOJU.L~ ENTERlCA. 

- Agentes ~irales~ 

a) Coronavirus. 
b) Rotavirus. 
c) Calicivirus (picornavirus). 
d) Adenovirus tipo 11. 
e) Virus del moquillo canino. 
f) Virus de la hepatitis canina. 

- Agentes Bacterianos: 

a) Campylobacter sp. 
b) Salmonella sp. 
c) Pseudomonas sp. 
e) E. col i. 
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e) Clostridium: (welchii, novy y perfringens). 

- Agentes Parasitarios~ 

a) Ancylostoma caninum. 
b) Toxocara canis. 
c) Dipilidium caninum. 
d) Coccidias. 

- Intoxicaciones: 

a) Warfarina. 
b) Plomo. 
c) Arsénico. 

Neoplasias Intestinales: 

a) Linfosarcoma. 
b) Adenocarcinoma. 
c) Fibrosarcoma. 

- Otras Causas: 

a) Pancreatitis aguda. 
b) Obstrucciones por objetos traumáticos (pelota~~-huesos, 

astillas. 
c) Torsi6n intestinal. 
d) Diarreas mecánicas por cambios bruscos de' 
e) Colitis. 
f) Gastroenteritis hemorrágica inespec!fica. 
g) Pórpura trombocitopénica ideopática. 
h) Fallas agudas renales o hepáticas. 
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FORMA CARDIACA. 

a) Electrocusi6n. 
b) Anomalías congénitas. 
c) ·Herpes virus. 
d) Moquillo canino. 
e) fnsufici encia s cardiacas. 

3) DIAGNOSTICO DE CONFIRMACION DE PARVOVIROSIS CANINA. 

Identi1icaci6n del agente etio16gico~ Se recogen muestras -
fecales frescas y se procesan por centrifugaci6n y filtra-
ci6n; se observan las partículas virales por medio del mi-
croscopio electr6nico. También se pueden observar las partj 
culas virales del contenido intestinal por medio del micros 
copio electr6nico, e incluso muestras de coraz6n (50). 

Reproducci6n de la enfermedad: Se ha demostrado que el cua
dro clínico puede reproducirse experimentalmente al in<> cu- -
lar perros sanos por vía oronasal, nasal, intramuscular, iE 
travenosa y subcutánea, con sobrenadantes de macerados de -
células de intestino que se sospecha infectado o bien con -
sobrenadantes de heces de perros sospechosos. Si el result~ 
do es positivo el animal sano presentará los signos clíni-
cos característicos de la enfermedad en un período que sea 
igual al período de incubaci6n (51). 

Aislamiento en cultivos celulares: El diagn6stico definiti
vo de la parvovirosis se puede lograr mediante el aislamieE 
to del virus, utilizando para ello varias líneas celulares 
e incluso cultivos primarios de células de diferentes teji
dos entre los que se encuentran células de riñ6n de perro, 
células de pulm6n de gato y células de pulm6n de vis6n. El 
virus se puede aislar a partir de heces de perro infectado, 
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durante la fase crítica de Ja enfermedad, el titulo de vi-
rus de heces llega hasta 109 dosls infectantes del cultivo 
celular 50~ por gramo de materia fecal (32). 

El aislamiento de parvovirus a partir de heces h~ sido des
crito por numerosos autores. De igual forma el aislamiento 
a partir del miocardio (51). 

Este m&todo de diagnóstico es sin duda el más preciso, pero 
resulta costoso y delicado, por lo que no se emplea rutina
riamente. 

DIAGNOSTICO POR PRUEBAS SEROLOGICAS. 

Hemoaglutinación e inhibici6n de la hemoaglutinación: Como 
ya se ha mencionado, el parvovirus canino es capaz de aglu
tinar glóbulos rojos de porcino, de manera que para determl 
nar la presencia de parvovirus en heces, se centrifugan su~ 
pensiones de materia fecal y con el sobrenadante se hacen -
dilúciones: a cada dilución se añaden eritrocitos de porci
no. Con este procedimiento es posible establecer el título 
hemoaglutinante del virus de la muestra. Posteriormente se 
intenta inhibir tal reacción repitiendo la prueba, pero añ~ 
diendo suero antiparvovirus canino. Los resultados positi-
vos a la Inhibición de Ja Hemoaglutinaci6n (IHA) indican la 
presencia de parvovirus en las heces examinadas. Esta prue
ba es de utilidad durante la fase activa de eliminación del 
parvovirus en heces, lo que ocurre durante dos semanas si-
guientes a la infecci6n (11). 

La prueba de inhibición de la hemoaglutinación puede empleaE 
se tamh.i~n para identificar la presencia de anticuerpos en 
el suero de perros, utilizando un parvovirus· conocido y gl~ 

bulos rojos de porcino. El título del suero será la mayor -
diluci6n del mismo capaz de inhibir la aglutinación de Jos 
eritrocitos de porcino por parte del parvovirus. 
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La inhibición de' la HA se considera específica para ;:iano1·.!_ 
rus canino, ya sea para el diagn6stico de la presencio del 
virus o para declarar un suero posjtivo con anticuerpos ca~ 
tra la enfermedad. En el caso de tener sueros de referencia 
para detectar antígeno viral, ln ~rueba es también sumamen
te específica y sensible (11, 53, 54), 

Prueba de virus neutralizaci6n: Cuando los virus se mezclan 
con antisueros que contienen anticuerpos específicos contra 
antígenos de la cubierta viral, dichos virus se convierten 
en no infecciosos. El efecto se puede producir por solamen
te una molécula de anticuerpo. Esta reacci6n forma base pa
ra las pruebas de neutralizaci6n que se utilizan en forma -
habitual en virologin, bien sea para identificar virus des
conocidos, o bien sea para medir el nivel de anticuerpos es 
pecíficos. Las pruebas de neutralizaci6n son muy específi-
cas y sumamente sensibles (52). 

Para todas las pruebas de neutralización es preciso titular 

primero el virus, a manera de conocer su poder infeccioso. 

Para ello, se puede medir la 1D50 en los animales de expe
rimentación o en embrión de pollo o la TC1D50 en cultivos 
celulares. Dada una suspensi6n viral de po<ler infectante -

conocido, cabe medir la ac.tividad neutralizante del suero -
problema mediante dos métodos. En el primero se mantiene -
constante la concentración del virus, y se va diluyendo ~l 

antisuero. En esta forma se puede medir directamente el tí
tulo de neutralización del antisuero. La otra posibilidad -
consiste en mantener constante la concentraci6n de antisue
ro, y diluir la suspensi6n de virus. 

Esta técnica constituye otra medición del poder neutrali~nn 
te del antisuero, que se expresJ entonces como íncljce de -

neutralizaci6n (52, 53). 
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El índice de n·eutralizaci6n es la diferencia entre el núme
ro de 1D50 o de TC1D50 que puede neutralizar el suero pro-
blema y un suero negativo testigo. En general, se requiere 
un índice superior a SO para que pueda considerarse positi
vo el suero problema. La interacci6n virus-anticuerpo más -
importante es la efectuada por los anticuerpos de las cla-
ses IgG, IgM e JgA, ya que neutralizan la efectividad d~ to 
dos los virus conocidos (52, 53). 

Elisa: Son las iniciales que se utilizan para nombrar esta 
prueba y significan ensayo de inmunoadsorci6n con uni6n de 
enzimas y se trata de una prueba destinada a medir la canti 
dad de anticuerpos. El antígeno queda quimicamente pegado a 
una superficie s6lida, por ejemplo, el interior de un tubo 
de ensayo. 

Después de que el suero reaccion6 con el antígeno, se lavan 
los complejos inmunes fijados a la superficie, con el fin -
de eliminar anticuerpos que no formaron complejos y se aña
de globulina unida a la enzima. Después de un segundo lava
do, la cantidad de enzimas que permanece en el tubo constl 
tuye un indicio de la cifra de anticuerpos específicos en -
el suero y se presta a una medici6n sencilla mediante técni 
cas químicas ordinarias (52, 53, 54). 

Como ejemplo de las enzimas u~ilizadas en esta prueba, se 
cuentan la fosfatasa alcalina, la lisozima, la pcroxidasa 
de rábano macho y la B-galactosidasa. Por su relativa sene! 
llez, esta técnica parece prometedora y es de pensar que -
contribuirá grandemente a generalizar el diagn6stico inmun~ 
16gico de muchas infecciones bacterianas, virales y parasi
tarias (52). 

Pruebas de fijaci6n del complemento: Es una de las técnicas 
inmuno16gicas de más amplia aplicaci6n, una vez preparados y 
estandarizados los reactivos necesarios, esta prueba perm! 
te identificar muchas interacciones inmunes. El punto final -
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de la reacci6n es fácil de leer y además no se depende de -

la sedimentaci6n de eritrocitos como en las pruebas dt hem~ 
aglutinaci6n, además no se requiere disponer de suspensio-
nes purificadas de antígenos, por lo que se utili:an fre-
cuentemente para el diagn6stico de enfermedades v'.rales -
(53. 54). 

Pruebas de precipitaci6n: Si se mezcla una cantidad adecua

da de antígeno soluble con el anticuerpo hoM6lo~o )' se inc.!! 
ba a 37 grados centígrados, la mezcla se torna opaca al cabo 

de unos minutos, luego flocula y finalmente se forma un pr~ 
cipitado en el fondo del tubo al cabo.de una hora aproxima
damente. 

Si se van mezclando cantidades crecientes de antígeno solu
ble con una cantidad constante de anticuerpos, los resulta
dos que se observan dependen de las proporciones relati\"as 
de los reactivos. Si la concentración de antígeno es muy b_!'. 

ja no se forma ningdn precipitado visible. Si se aumenta la 
cantidad 'de antígenos, se precipita una cantidad creciente 
de complejos hasta llegar al máxim_o (52, 53, 5~). 

~ruebas de precipitaci6n en gel: La inmunodifusi6n en gel -
se puede definir como una reacci6n en un medio semisólido -
en la que la difusi6n de un antígeno y su anticuerpo hom61~ 

go da como resultado la formaci6n de líneas o bandas de pr~ 
cipitaci6n visibles, en el lugar en donde se encuentran las 
concentraciones 6ptimas del antígeno y del anticuerpo. 

Las técnicas de difusi6n en gel se pueden clasificar en di 

fusi6n simple o doble. En la difusi6n simple un reactante, 
generalmente en soluci6n líquida, difunde en una soluci6h -
gelificada del reactante complementario. En la difusión <lo

blc, tanto la solución de antígeno co~o la de anticuerpo se 
separan inicialmente por una zona de gel en la que poste·· 
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riormente ambos reactantes difunden. En este tipo de rene-
cienes intervienen las propiedades físicas e inmunoquímicas 
del sistema. Así tenemos que la velocidad de difusi6n para 
un antígeno o para una poblaci6n de anticuerpos, dependerá 
de la concentraci6n de moléculas, la temperatura, el tamaño 
de las moléculas, la forma de las moléculas y la viscosidad 

del medio (52). 

Esta prueba es frecuentemente usada en el diagn6stico de en 
fermedades virales. 

4) LA INMUNOFLUORESCENCIA COMO ALTERNATIVA EN EL D1AGNOSTICO 

DE CONFIRMACION. 

Historia de la Inmunofluorescencia. 

Antecedentes. 

En el año de 1930, con el desarrollo de técnicas microsc6pl 
cas pata la identificaci6n de sustancias bioquímicas por a2 

sorci6n ultravioleta y por reacciones de tinci6n química e~ 
pecífica, se llevaron a cabo los primeros ensayos con mi-
croscopia de luz ultravioleta. En la misma década se inven
ta el microscopio de fase y en años posteriores las técni-
cas de autoradiografía amplían el horizonte de la microsco
pía. El desarrollo de la técnica de anticuerpos fluorescen· 
tes se debi6 a los avances de la inmunología y de la quími· 
ca, ya que proteínas séricas pudieron ser marcadas con col~ 
rantes fluorescentes por medio de uniones químicas estables 
(52, 55). 

En 1941, Coons, Creech y Jones publican un artículo sobre -
algunas propiedades inmunol6gicas de un anticuerpo adicion! 
do a un grupo fluorescente, demostrando que la conjugaci6n 
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de inmuno2lobulinas no se afecta en su especificidad. 

El primer colorante empleado por Coons fue el ~-anthraceno 
unido a anticuerpos contra pncumococo tipo Ill. En 1942, ·· 

Coons emplea los primeros conjuua<los con fluoresceína para 
detectar antigeno pneumoc6cico en tejidos de ratones infec· 
tados. 

En 1950·51, se publican 5 art1culos que describen con deta· 

lle los adelantos en la sintesis de isocianato y su conjug~ 
ci6n con anticuerpos específicos. En esta misma década Mar· 
shall publica resuitados de observaciones de antígenos en · 

tejidos por la técnica de anticuerpos fluorescentes (52, 56) 

En 1957, cuando aparecen 4 informes sobre pruebas indirec·· 
tas para detectar anticuerpos específicos con sueros conju· 
gados, el potencial diagn6stico de la t&cnica se incrementa: 

El uso de Rhodamina y sus resulta~os ~ositivos aparecen en 
1958, así como la aplicaci6n con otro compuesto llamado 
DANS. 

En 1955 Leitz y Reichert empiezan a producir microscopios · 
de luz ultravioleta en forma comercial. Durante este mismo 

año aparecen en el mercado americano colorantes y conjuga· 

dos comerciales (59). 

Técnicas y Aplicaciones: 

La técnica de anticuerpos fluorescentes se utiliza en mu·· 
ches laboratorios para determinar la presencia <le partícu· 

las virales en tejidos de animales, o bien para establecer 
si existen anticuerpos específicos en el suero de un ani·· 
mal sospechoso (36). 
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En este último caso, se baña una laminilla preparada con t! 
jido infectado con suero problema¡ despu6s de incubar y la
var la preparaci6n, se tiñe con anticuerpos fluorescentes· -
específicos contra inmunoglobulina de perro. La persisten-
cía del conjugado fluorescente en la preparaci6n indica la 
presencia de anticuerpos específicos contra parvovirus en -
el examinado, 

Dado que existe una enorme relaci6n antigénica entre parvo· 

virus canino y el virus de la panleucopenia felina, se pue
de utilizar indistintamente conjugado preparado con uno u -
otro virus, con los mismos resultados. Se pueden _identifi-
car incluso anticuerpos lgG, IgM, utilizando conjugados es
pecíficos contra cada una de ellas (32). 

De esta misma manera se pueden hacer conjugados con anticuer 
os específicos contra distintas enfermedades, logrando mar
car las partículas virales con los anticuerpos fluorescen-
tes, dándonos un diagn6stico rápido y seguro, siempre y 
cuando los anticuerpos no marquen por inmunidad cruzada a -
otro microorganismos. 

Preparaci6n del conjugado: 

Para la preparaci6n de un conjugado fluorescente se requie
re una cantidad conveniente de suero hiperinmune contra la 
enfermedad que se quiere diagnosticar, se mide un volumen -
conveniente de este suero y se pone en un vaso de precipit~ 
ci6n pequeño, Se coloca el vaso en un agitador magnético 
en refrigeraci6n o rodeado de hielo con el prop6sito de ma~ 
tenerlo a 4° C. Posteriormente se agrega el mismo volumen -
de soluci6n saturada de sulfato de amonio (NH 4J 2so 4 , al 
suero que se está agitando durante un periodo aproximado de 
dos minutos. Se mantendrá en agitaci6n constante durante -
una hora aproximadamente manieniendo siempre el hielo o la 
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misma temperatura de 4° c. 

Después se saca la mezcla y se centrifuga a 3500 rpm duran
te 15 minutos manteniendo a 4º ~ la temperatura para recup! 
rar el precipitado, posteriormente se descarta el sobrena-
dante y se disuelve el precipitado con agua destilada en la 
mitad de volumen descartado. 

El siguiente paso es precipitar nuevamente con el volumen -
calculado de soluci6n saturada de sulfato 

Una vez realizado esto, se colecta el precipitado centrifu
gado nuevamente en las condiciones anteriores y se descarta 
el sobrenadante y se resuspende el precipitado en un volu-
men de agua destilada igual a la mitad de l volumen origi--• 
nal del suero. 

Esta soluci6n de globulinas se coloca en una membrana de -
diálisis a la que se le ata una barra magn6tica. La membra
na se pone a dializar en un litro de soluci6n salina fria -
~obre el agitador magéntico en el refrigerador. Hay que ca! 
biar fa soluci6n salina cada cuatro horas, o hasta compro-
bar que la diálisis ha terminado. La diálisis se ha comple
tado cuando mezclando en un tubo de ensayo partes igual es -
de soluci6n salina de diálisis y soluci6n saturada de cloru 
ro de bario, no se forma el precipitado blanco que forma el 
cluroro de bario. 

El fraccionamiento del suero puede hacerse con DEAE celulo
sa, o bien proceder a conjugar las globulinas y después·-
fraccionar los anticuerpos fluorescentes en 13 misma colum
na. 
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Una vez realizado esto, se procede a determinar la concen-
traci6n de proteína total. Para esto se puede emplear el m~ 
todo de Biuret o leer por medio del espectrofot6metro de -
luz ultravioleta. Una vez obtenidas las cantidades de glob~ 
linas por mi. de mezcla o globulinas totales se procede a 
calcular la cantidad de isotiocinnato de fluoresceína re-
queridos para una conjugaci6n 6ptima según la relaci6n mg -
de proteína o globulina total¡ 60=mg de ITCF necesarios pa
ra conjugar las globulinas. 

Una xez obtenidas las constantes se diluyen las globulinas 
con soluci6n salina hasta obtener una concentraci6n final -
de proteínas del 2 al 3\, ajustar el pH de las globulinas -
a 9.0 - 9.5 con bicarbonato de sodio. Se ponen las globuli
nas en un vaso de precipitados sobre un agitador magnético 
en el refrigerador o rodeado de hielo y se agrega la fluo-
resceína en pequeñas cantidades a medida que se disuelve en 
un período de tres o cuatro horas. Se deja agitar de un día 
para otro. (10 a 20 horas) 

Se ponen estas globulinas conjugadas en una membrana de diá 
lisis y se ata a esta una barra magn&tica. Se dializa con-
tra SSP ~ara eliminar el exceso de fluoresceína no conjuga
da. Este proceso puede ser cambiado por filtraci6n por Se-
phadex. Para eliminar la fluoresceína se requiere de 5 a 7 
cambios de SSF en un período de 3 a 4 días. Se diali:a has
ta que la SSF se mantenga clara (sin fluoresceína). Se agr~ 
ga una porci6n de DOWEX 2-X4 a la soluci6n salina, ya que 
éste absorberá la fluoresceína y acelerará la diálisis. 

Así el conjugado está listo para su titulaci6n y posterior 

evaluaci6n (56). 



M6todos de la Tinci6n Fluorescente: 

Método Directo. 

Esta es la más simple de las readciones, unas cuantas gotas 
del conjugado diluido apropiadamente se aplican sobre el ªE 
tígeno adherido generalmente a un portaobjetos. Estos son -
incubados en una cámara h6meda por un período variable, ge
neralmente de 10 minutos a 1 hora. 

Las temperaturas de incubaci6n se han llevado a cabo en una 
variaci6n de 5 a 45° C, pero la mayoría se realizan a temp! 
ratura ambiente (25° C). La temperatura de estufa incubado

ra tambi'n proporciona buenos resultados (37° C). 

Las cámaras h6medas evitan que la ~uestra se reseque, evi-
tando la presencia de cristales colorantes, que darían lec
turas falsas. 

Una vez incubada, la muestra se lava con soluci6n amortigu! 
dora fosfatada agitando ligeramente aproximadamente 10 minu 
tos; finalmente se enjuagan las muestras por inmersión en -
agua destilada, se secan y se mcintan. Los anticuerpo~ espe· 
cíficos depositados sobre los sitios de antígeno aparecerán 
con fluorescencia amarilla verdosa bajo la lu: ultravioleta 
del microscopio, cuando se ha empleado alguna sal de la -
fluoresceína. 

Ventajas de este m6todo.- La principal es que s6lo se em-
plea reactivo de tinci6n. Una vez que el conjugado ha sido 
titulado y evaluado, las reacciones requieren un mínimo ¿e 
controles para establecer la especificidad. 

Controles del m6todo directo.- Sirven para establecer la es 

pecificidad inmunol6gica de la fluorescencia observada. 
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1.- Antígeno + conjugado ncter6lo~o (misma concentración que 
:;· 

el hom6logo) = no fluorescencia. 

Esto ayuda. a evitar artefactos fluorescentes que podrían 
aparecer si las concentracJones de colorantes son dife
rentes en los conjugados comparados. 

2.- Tejido normal + conjugado hom6logo =no fluorescencia. 

El conjugado fluorescente específico no debe teñir teji 
do normal. 

3.- Antígeno + suero hom6logo + conjugado hom6logo ª no -
fluorescencia. Es una prueba de inhibici6n. 

4.- Antígeno heter6Jogo + conjugado específico hom6logo 
no fluorescencia. 

Demuestra si algunos antígenos tienen afinidad por tin
ci6n no específica que puede proporcionar lecturas fal
sas (52, 54, 55, 57). 

~: 
,,._. ..¡,. 

F\%- Re (nuoR) 

CONTOLES DEL METODO DIRECTO. 
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Método Indirecto. 

En este método, los anticuerpos que van a reaccionar con un 
antígeno específico son por si mismos antígenos que reaccio
narían con un conjugado específico c0ntra las inmunoglobull 
nas. Si un antisuero contra globulinas de conejo que ha si
do preparado en cabras se marca con fluoresceína, será ca-
paz de reaccionar con las inmunoglobulinas de conejo, aún -
así éstas Últimas est5n unidas a un antígeno. Por este mee~ 
nismo, el antígeno se detectará fluorescente aunque el pri

mer anticuerpo no esté conjugado. El procedimiento es el sl 
guiente: Unas cuantas gotas de antisuero específico sin co~ 
jugar son colocados sobre la muestra de antígenos e incub~ 
dos por 15 a 60 minutos. 

Las laminillas son lavadas, enjuagadas y secadas. En el pa

so 2, un conjugado que detecte las primeras globulinas es 
depositad~ y procesado como en el paso l. La apariencia 
microsc6p_ica del antígeno teñido por este método es mur se 
mejante a la observada por el método directo. 

Ventajas de este método.- Una vez obtenidos los conjugados 
antiglobulinas (anti-inmunoglobulinas) de diferentes espe--
cies no es necesario conjugar inmunoglobulinas contra dife
rentes antígenos. Al mismo tiempo se aumenta Ja sensibi!i-
dad dado que la proporci6n de combinaci6n molecular de un -

anticuerpo para un antígeno es casi siempre mayor de 1 r -
puede ser hasta 10, la capa intermedia de anticuerpos sin -
conjugar multiplica el número de sitios a los cuales los 
marcadores fluorescentes pueden unirse (52, 54). 

*' 

* RtJTl 
R~+tcuERl>D (f LUOH) 



CUADRO A. 

CONTROLES DEL METODO INDIRECTO. 

ANTI GENO REACTIVO PARA EL PASO I 

Ninguno o soluci6n salina 

Suero normal 

Antisuero específico absorbido 

Suero hetcr6logo 

Antisuero específico 

Antisuero específico 

REACTIVO PARA EL PASO 11 RESULTADOS 

Conjugado antiglobulinas 1 No fluorescencia 

Conjugado antiglobulinas 1 No fluorescencia 

Conjugado antiglobulinas 1 No fluorescencia 

Conjugado antiglobulinas 

Conjugado antiglobulinas 

heter6logo 

Conjugado antiglobulinas 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

N 

"' 



C U A D R O A. 

CONTROLES DEL METODO INDIRECTO. 

ANTI GENO REACTIVO PARA EL PASO I REACTIVO PARA EL PASO 11 

Ninguno o soluci6n salina Conjugado antiglobulinas 

Suero normal Conjugado antiglobulinas 

Antisuero específico absorbido Conjugado antiglobulinas 

Suero heter61ogo Conjugado antiglobulinas 

Antisuero específico Conjugado antiglobulinas 

hetcr61ogo 

Antisucro espec!fico Conjugado antiglobulinas 

RESULTADOS 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

No fluorescencia 

N 
O> 
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Método Anticomplemento; 

Empleando el mismo principio que en el método indirecto, si 
una reacci6n antígeno anticuerpo se ha realizado y fijatlo -
el complemento, éste puede ser detectable por tinci6n fluo
rescente con anticuerpos contra el complemento. 

Ventajas del método anticomplemento: Tiene la ventaja de -
que s6lo se necesita un suero conjugado anticomplemento y -

s6lo requiere que el sistema antígeno-anticuerpo fije el -
complemento. 

La sensibilidad de este método es tan alta como en el méto
do indirecto, aunque no se ha popularizado mucho. 



c u A D R o n. 
CONTROL[lS DEL MüTODO ANTICOMPLEMENTO: EL NUMERO DE CONTROLES NECESARIOS ES MAYOR, DADO QUE 
EL NUEVO REACTIVO INTRODUCE UNA FUENTE POTENCIAL DE NO ESPECIFICIDAD (52, 54, SS, 57). 

ANTI GENO REACTIVO PARA EL PASO 1 REACTIVO PARA BL PASO 2 RBSUI.TAIJOS 

Ninguno o s'oluci6n sal.!. 
na. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

Suero normal. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

Antisuero específico. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

Complemento activo. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

Suero normal + comple-
mento. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

IJOMOLOGO · Antisuero específico + 

. complemento inactivo. Conjugado anticomplemento No fluorescencia 

Antisuero específico + 

complemento activo. Conjugado anti-inmunoglo-
bulina No fluorescencia 

llETlll\01.0GO Antlcuerpo especifico + 

complemento activo. Conjugado anticomple.mento No fluorescencia 

N 
00 
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Aplicaciones de la Inmunofluorescencia.- Las principales a
plicaciones de la tlcnica han sidri ampliamente explotadas -
en aspectos de microbiología y patología. Frecuentemente se 
dirigen sobre todo a aspectos de estudios de replicaci6n, -
patogénesis y diagn6stico. Ensayo·s sobre aplicaciones en - -
bacteriología, micología, virología y parasitología han si
do publicados. y no solamente se considera el aspecto micr~ 
biol6gico, también se ha cubierto la patología, enfermeda-
des autoinmunes, en~imología y neoplasmas. 

En la actualidad se emplea mucho la inmunofluorescencia pa
ra detectar secuencias de formaci6n de antígenos, básicameE 
te en estudios de replicaci6n viral. 

Sin embargo, los aspectos de diagn6stico en virología han -
sido los más espectaculares, detectando antígeno viral en -
material de pacientes o identificando virus aislados de los 
mismos o por demostraci6n de anticuerpos específicos contra 
ciertos virus. 

La inmunofluorescencia es tal vez el más específico y ver-
sátil de los métodos histoquímicos que han permitido la lo
caliza~i6n de muchos materiales biol6gicamente importantes 
como en estudios sobre tumores y lesiones malignas. 

Ha jugado también un importante papel en el estudio de la -
síntesis de anticuerpos en inmunología comparada. El uso de 
preparaciones proteico-fluorescentes en estudios bioquími-
cos in vitro han tenido relevancia en la medici6n exacta 
de concentraciones de antígenos y anticuerpos en sistemas -
precipitantes (Sl, S2, S3, SS, 56, S7). 
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5) LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES COMO RECURSO EN 

EL DIAGNOSTICO DE PARVOVIROSIS CANINA. 

Proyecci6n. 

Siendo ésta una t~cnica sumamente específica y llevadn a c! 
bo su correcta evaluaci6n por medio de los controles neces! 
ríos, ofrece proyecci6n diagn6stica en aquellos casos en -
los que se requieren los resultados de una prueba de labor! 
torio en períodos de tiempo cortos, cuya importancia radica 
en proceder a un rápido tratamiento específico y tomar las 
medidas de manejo y erradicaci6n necesarias como en casos -
que se presentan en criaderos o simplemente cuando se trata 
de camadas que corren peligro, ya que ofrece resultados en 
un tiempo muy corto, siendo esta proyecci6n más aplicada a 
centros de diagn6stico especializado o laboratorios de aná
lisis clínicos, mismos que cuentan con la infraestructura -
adecuada. 

Limitaciones. 

Una de las principales limitantes de esta técnica es el re
querimiento de infraestructura adecuada que permita la ela
boraci6n del conjugado. Tomando en cuenta los requerimien-
tos de personal especializado y el costo que esto provoca, 
así como e~ material y aparatos especializados que se nece
sitan para realizar las lecturas, aún cuando los costos se 
reducen cuando se elabora el conjugado, ya que no se tiene 
que importar. 

Por otro lado, es limitante para cl~nicas veterinarias en 
las que aún contando con un conjugado comercial nacional de 
menor costo tienen la limitante de hacer las lecturas, ya • 
que el microscopio que se requiere para realizarla es de un 
costo muy elevado. Solamente el clínico de pequeñas espe--
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cies que tenga acceso a un microscopio ultravioleta para 

realizar las lecturas, le resultaría costeable y de gran -

utilidad. 
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III. OBJETIVOS DE LA TESIS. 

l.- Demostrar que la elaboraci6n de conjugados fluorescen·

tes para el diagn6stico de parvovirus es fácilmente re! 

lizable y con esto, evitar Ja importaci6n de los mismos, 

disminuyendo los costos. 

2.- Comprobar que el conjugado fluorescente puede' ser de -

gran utilidad para el diagnóstico de la enfermedad, ay~ 

dando así, al clínico a elegir tratamiento adecuado y a 

evitar la propagaci6n de la enfermedad. 

3.- Demostrar que la prueba de anticuerpos fluorescentes -

puede ser aplicada en el diagn6stico de esta enfermedad 

con resultados satisfactorios, invitando al clínico y a 

los laboratorios de diagn6stico a emplearla, ya que es 

segura y rápida. 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

MATERIALES: SOLUCIONES y REAcrrvo's. 

A) Soluci6n neutra saturada de sulfato de amonio: a) 78 gr. 

de sulfato de amonio (NH 4J 2so4 (grado relativo) en 100 -
ml. de agua destilada caliente (50-60º C), antes de usar 
la solución será enfriada a temperatura ambiente. b) A
justar el pH a 7.0 con hidr6xido de amonio 0.1 N. (Nor-
mal). Esta soluci6n puede mantenerse indefinidamente a -
temperatura ambiente en una botella tapada. 

B) Soluci6n buffer de fosfatos PBS: a) A un litro de agua -
destilada agregar 8.0 gr. de cloruro de sodio (NaC1), --
0.2 gr. de cloruro de potasio (KCl), 1.15 gr. de fosfato 
de sodio monob~sico (NaHP04), y 0.2 gr. de fosfato de p~ 
tasio monobásico (KH 2P04), disolver completamente con el 

agitador magn&tico y ajustar el pH a 7.2 con NaOH 0.1 N. 

C) So1uci6n de cloruro de bario: a) Diluir 5 gr. de cloruro 
de bario en 100 ml. de agua destilada. 

D) Amortiguador de carbonatos pH 9.5: Se rnazclan 4.2 gr. de 
Na HC03 y 0.60 gr. de NaOH en 100 ml. de agua desgilada, 
se ajusta el pH a 9.5. 

E) lsotiocianato de fluoresceína (ITCF). Según la metodolo
gía que se elija para conjugar, se emplean los cristales 
de ITCF o la soluci6n siguiente: Pequeñas cantidades 9c 
ITCF se disuelven en amortiguador de carbonato pH 9.5 -

hasta una concentración final de 1.0 mg. dP ITCF/ml. E~ 

ta soluci6n puede ser guardada en frasco obscuro a ~º C 
durante varias semanas (56). 
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EQUIPO: 

a) Agitador magnético. 

b) Balanza de precisi6n. 

c) Canicas. 

d) Celdas de quarzo para UV. 

e) Centrifuga refrigerada. 

f) Congelador. 

g) Cri6stato. 

h) Espectrofot6metro de U1( - Visible, 

í) Hilo de cáfiamo. 

j) Liofilizadora. 

k) Material de viqrio. 

1) Membrana para diálisis. 

m) Microscopio de luz ultravioleta. 

n) Potenci6metro. 

Ji) Refrigerador. 

ME TODOS. 

Preparaci6n del conjugado.- En primer lugar se procedi6 a -
elegir a un canideo de tres afios de edad, en buen estado fi 
sico y cuyos antecedentes vacunales e historia clinica son 
bien conocidos. 

Tenía aproximadamente un año y medio de que le fueron apli
cadas las vacunas moquillo, hepatitis, leptospira, rabia y 

parvovirus por Óltima vez. Por lo tanto, se procedi6 a inm~ 
nizarlo Gnicamente contra parvovirus utilizando vacunas de 
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virus vivo de diversos laboratorios. Se le aplicaron 4 vac~ 
nas con un intervalo de 20 días entre cada una de ellas, y 

un mes después de la aplicaci6n de la Óltima vacuna, se le 
extrajeron 20 ml. de sangre que se mantuvo en refrigeraci6n 
durante dos horas (no se us6 ant1c6agulante). La muestra de 
suero se llev6 al laboratorio y se evalu6 por pruebas de h! 
maglutaci6n e inhibici6n de la hemaglutinaci6n para titular 
el nivel de anticuerpos que la muestra contenía. 

F.l resultado fue un título de anticuerpos vacunales dé 1 X 
1064, siendo éste un título bastante elevado, indic~ndonos 

con esto que la imunizaci6n dio buenos resultados y que sí 
se podía trabajar con este donador. 

Posteriormente se procedieron a tomar muestras sanguíneas • 
del donador; se le sangr6 en tres ocasiones con un lapso de 
8 días entre cada sangrado, obteniendo en cada sangrado 40 
ml. de sangre, mismos que se refrigeraban y se procesaban 1 
hora después, obteniendo el suero hiperinmune por procesos 
de coaguÍaci6n y centrifugaci6n. El suero obtenido en cada 
sangrado se mantenía en viales estériles bajo congelaci6n, 
se obtuvieron en total 37 ml. de suero hiperinmune después 
qe los . tres. sangrados . 

.. Como siguiente paso se inici6 el proceso de purificaci6n de 
globulinas, se descongelaron los 37 ml. de suero hiperinmu
ne lentamente en baño maría, posteriormente se prepar6 una 
soluci6n saturada de sulfato de amonio ( (NH4) 2so4), con la 
cual se van a precipitar las globulinas. 

Las globulinas de cada ani~al requieren de pequeñas diferen 
cias en los porcentajes de ·sulfato de amonio en soluci6n·s! 
turada para la precipitaci6n de las mismas y obtener 6pti-
mos resultados. Los sueros de conejo y borrego, por ejemplo, 
son precipitados en tres ocasiones con un SO, 40 y finalmen 
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te· 35\ de sulfato de amonio, mientras que los su~ros de ca
ballo requieren de tres precipitaciones con sulfato de amo
nio, pero con concentraciones de 45, 35 y finalmente 30% -
(56). 

En este caso para las globu1inas de perro usamos los porce~ 
tajes SO, 40 y finalmente 30\ de sulfato de amonio para la 
precipitaci6n. 

Como todas las globulinas tienen puntos isoeléctricos de a
proximadamente 60 8 el primer paso para la precipitaci6n fue 
roed.ir el pH de l"as globulinas,ya que muchos .de los sueros -
tienden a elevar el pH a 8.0 o más dependiendo del manejo -
que se le da a la sangre. El pH de nuestro suero hiperinmu
ne fue de 6.84 y se consid~r6 en 6ptimas condiciones. En ca 
so de que no estuvieran en 6ptimo estado serfa necesario C! 
librar el pH con soluciones de Hidr6xido de sodio 2: N o -
Acido Clorhídrico 1: N, hasta alcanzar el 6.8. El suero de~ 
congelado se mantuvo en un matraz apropiado rodeado de hie
lo en agitaci6n constante, evitando producir espuma. La prl 
mera precipitaci6n se llev6 a cabo con un volumen calculado 
de sulfato de amonio que represent6 una soluci6n al 50%, é~ 

te se mantuvo a temperatura ambiente y para lograr una mez
cla homogénea, el sulfato de amonio se fue adicionando poco 
a poco al suero que se estaba agitando, aproximadamente l -
gota por segundo, y esta soluci6n se mezcl6 durante 2 horas 
en el baño frío a 4° C. 

Para calcular el volumen a usar de la soluci6n saturada de 
sulfato de amonio para precipitar, se us6 la siguiente f6r
mula:. 

de sulfato de amonio deseado/100 (volumen de suero + 1) 
X. 
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Dortde X es igual a la cantidad· de ml. de soluci6n saturada 

de sulfato de amonio que se.le adicionaTá al volumen de su! 

ro dependiendo de la concentTaci6n que se necesita. 

Por ejemplo, para preparar una so1uci6n al 50% de sulfato 

de amonio y precipitar 37 ml. de globulinas despejando la 

f6rmula se expresa de la siguiente manera: 

ml. de s~luci6n saturada 

requeridos = .(\ 50/100) (37.ml.) 

1 (\ 50/100) 

= .• 5.(37) 18.5 18.5 
37 ml 

1-(50/100) 1-.5 o.5 

37 ml. de soluci6n saturada de 

sulfato de amonio. 

De la misma forma se realizan las operaciones requeridas 

para obtener los ml. necesarios Pª!ª preparar al 40 y 30% 

con el sulfato de amonio. 

Una ve_ terminada la precipitaci6n se procedi6 a centrifu-

gar a 3000 rpm durante 15 minutos, se le descart6 el sobre

nadante y el sedimento se solubiliz6 con 37 ml. de agua de~ 

tilada, se coloc6 en el interior de una membrana de diáli-

sis y esta se introdujo en un garraf6n que contenía 18 li-

tros de soluci6n buffer de fosfatos pH 7.2 a 4° C durante -

toda la noche manteniendo agitaci6n constante con un agita

dor magnético. Se mantuvo dializando 21 horas y posterior

mente se tom6 una muestra de 1 ml. de la soluci6n buffer· -

del garraf6n y se le añadi6 1 ml. de soluci6n saturada de 

sulfato de bario, notando que si se mantiene transparente 

significa que el exceso de sulfato de amonio fue eliminado 
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de· las globulinas mediante la diálisis y si se pone turbio 
blanquecino significa que aún tiene sulfato de amonio unido 
a las globulinas y que requiere más tiempo de diálisis. En 
este caso se observ6 transparencia en la reacci6n, por lo -
tanto, se procedi6 a sacar las globulinas de membrana y a -
precipitar nuevamente, pero esta vez con un porcentaje de -
40\ de sulfato de ~monio en soluci6n saturada (56). 

Al realizar la diálisis existe un intercambio de líquidos -
a través de la membrana, por lo tanto los 37 ml. que se pu
sieron originalmente dentro de la membrana se incrementaron 
en 74 ml., por lo cual se toman los 74 ml. como el total p~ 
ra calcular la cantidad de sulfato de amonio a usar al 40% 
usando la f6rmula ya descrita. 

Se le calibra el pH a 6.8 usando soluciones de HCL l:N o de 
NaOH 2: N necesarias, se colocan las globulinas en una -
matraz y se mantiene la temperatura a 4° C en agitaci6n con~ 
tante sin producir espuma, se le adicionan entonces 50 ml. 
de soluci6n saturada de sulfato de amonio, una gota por se
gundo hasta completar la precipitaci6n, mismE que tard6 a-
proximadamente 2 horas. Posteriormente se centrifugaron a -
3000 rpm durante 15 minutos, se les descart6 el sobrenadan
te y el sedimento se solubiliz6 con 30 ml. de agua destil~ 
da. Esta nueva soluci6n se coloc6 dentro de una membrana de 
diálisis y se dializaron contra 18 litros de soluci6n bu-
ffer de fosfatos dentro de un garraf6n a 4º e en agitaci6n 
constante durante ZO horas. Nuevamente pasado este tiempo -
se hizo la prueba con el cloruro de bario mostrando algo de 
turbidez, por lo tanto, fue necesario dializar 6 horas más. 
Posteriormente se volvi6 a probar la pureza de las inmuno 
globulinas con el cloruro de bario' y esta vez el líquido -
dializable permaneci6 transparente, así que se procedi6 nu~ 
vamente a calibrar el pH a 6.8 y a depositar las globulinas 
dentro del matraz, rodeado de hielo y en agitación constan-
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te sin producir espuma. Esta vez. ónicamente se increment6 
el volumen a 40 ml. y en base a este volumen se hicieron 
los cálculos para saber la cantidad de sulfato de amonio -
que se usara, pero esta vez al 30~. 

Por lo cual, se añadieron 17 ml. de sulfato de amonio a ra
z6n de una gota por segundo a los 40 ml. de globulinas has
ta completar la precipitaci6n misma que dur6 2 horas. 

Terminada la precipitaci6n se centrifugaron a 3000 rpm du-
rante 15 minutos, se le descart6 el sobrenadante y las glo
bulinas se solubilizaron con 27 ml. de agua destilada, se -
colocaron dentro de la membrana y se diali;;.aron contra 18 -

litros de soluci6n buffer de fosfatos pH 7.2 a 4° C en agi
taci6n constante. Esta vez fue necesario dializar durante -
72 horas cambiando la soluci6n dializadora buffer de fosfa
tos pH 7.2 cada 12 horas, ya que la prueba de cloruro de b~ 
río indicaba turbidez. 

Completa la diálisis, se sacaron las globulinas que repre-
sentaron un volumen de 34 ml. y se. colocaron en un matraz -
pequeño, se les midi6 el pH que fue de 6.79, por lo que no 
fue necesario calibrarlo a 6.8. Se tom6 una muestra de glo· 
bulina de 0.1 ml. y se diluy6 con 0.9 ml. de agua destilada 
(1:10), ajustar el espectrofot6metro de luz ultravioleta a 
Z80 nm. el tubo blanco a O)" ajustar en absorbancia ul traviS!_ 
leta (UV). Se puso la muestra de proteínas diluidas 1:10 en 
el tubo del espectrofot6metro y se midi6. El resultado fue 
.563. 

Posteriormente se ajust6 el espectrofot6metro a 495 nm, el 
tubo blanco a O y ajustar en absorbancia luz visible. Se co 
loc6 la misma muestra en el tubo del cspectrofot6metro y se 
midi6. El resulado fue .568. 
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Cón estos datos se obtendr~ por medio de una fórmul.a Ja ca_!! 
tidad de globulinas en mg. que se tienen en cada mililitro 
de muestra y se expresa de la siguiente manera: 

Absorbancia .UV ~ ;35 (absorbancia luz visible) = mg. pr~ 

l. 4 
teína X 

ml. de muestra X 10 

NOTA: El resultado se multiplica por 10, ya que se diluyó la 
muestra ltlO. 

Sustituyendo los valores tenemos~ 

(.563) - .35 (:568) •• 54~13 = .387 (10) R= 3 • 87 mg/ml 

l. 4 1.4 

Ahora para saber el total de proteina en miligramos que se 
tiene en los 34 ml. de muestra, únicamente se multiplica: 

3.8 mg/ml X 34 ml • 129.2 mg. de proteína en los 34 • 

ml. de la muestra. 

Con este resultado se calculará la cantidad de isotiociana
to de fluoresceína necesaria para tefiir 129.2 mg. de prote1 
na usando la siguiente fórmula~ 

mg. de isotiocianato 
de fluoresceina (ITF) x .• mg de globulina 

sustituyendo:· 

mg. de isotiocianato 

de fluorescencia 

129.2 

60 

R 

60 

2.15 rng. de -
ITF. 
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Ca~ este resultado disolvimos 2.15 mg. de isotiocianato de 
fluoresceína en un litro de soluci6n buffer de fosfato pH 
9.0. 

Los 34 ml. de muestra se ponen dentro de una membrana de -
diálisis y se colocan dentro de la soluci6n buffer tefiida -
con los 2.15 mg. de ITF y se mantuvo a 4° C sin agitar du-
rante 5 días. 

Después de este período las globulinas ya están tefiidas 
con ITF y lo Único que falta es eliminar el exceso de ITF -
que queda adherido a las globulinas. Esto se hizo. de la si• 
guiente manera, se sacaron las membranas en cuyo interior -

se encontraban las proteínas tefiidas y se pusieron a diali
zar contra 18 litros de soluci6n buffer de fosfatos pH 7.2 
en agitaci6n constante a 4° C. 

Se mantuvo en diálisis hasta ver que la soluci6n buffer no 
se tefiía de amarillo característico del ITF, cambiando ga-
rrafones de soluci6n dializadora de buffer de fosfatos pH -
7.2 cada 12 horas. Se requirieron ·s cambios de garraf6n P! 
ra eliminar el exceso de ITF (96 horas). 

Una vez eliminado el exceso de ITF" se sacaron las globuli-
nas de la membrana de diálisis y se envasaron en viales co
l ar ámbar estériles dentro de la campana bacteriol6gica, ya 
envasados se procedi6 a liofilizar. Se guardaron los viales 
con las globulinas ya liofilizadas en refrigeraci6n consta~ 
te a 4° C hasta volver a rehidratar para las pruebas de Cl! 
ridad y especificidad necesarias dentro del campo ultravio
leta del microscopio. 

EVALUAClON DEL CONJUGADO. 

Se tomaron muestras de animales sospechosos, clínicamente -
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enfermo que presentaron toda la. sintomatología propia de -
una infecci6n. por parvovirus. 

Pe algunos animales vivos se obtuvieron muestras de heces -
sanguinolentas, con las cuales se elaboraron frotis e im-
prontas. 

De otros animales muertos se obtuvieron muestras ele 6rganos 
como intestino delgado, hígado, est6mago, coraz6n,bazo y -
placas de Peyer, mismos que se congelaron y fueron procesa
dos con un cri6stato para luego montar los cortes de 5 mi-
eras en portaobjetos sin cubreobjetos. 

De igual manera, se obtuvieron muestras de heces de anima-
les sanos y 6rganos de animales sacrificados por diversas 
causas excepto por padecer infecciones gastrointestinales, 
al igual que de los animales muertos durante cirugías o de~ 
pués de ellas·. Todas las muestras se procesaron igualmente 
que las de animales sospechosos. También se realizaron fro
tis de vacunas concentradas contra el moquillo, hepatitis, 
leptospira, rabia y parvovirus. 

Todas las muestras fueron fijadas en acetona absoluta a -
- ZOº C durante Z4 horas. 

Como siguiente paso se procedi6 a rehiclratar el conjugado -
liofilizado, se tom6 1 ml. de éste y se procedi6 por el mé
todo de diluciones dobles con agua destilada. 

~0,..-.0~0,.-.......0-----Q~U?:: se-
conju-

gado, 1 ml. agua 

destilada 
diluci6n 1: 2 1;4 1:8 1:16 1:32 1:64 



43 

Se· tomaron B laminillas de muestras clínicamente positivas 
y se dividieron en seis partes con un plum6n graso, y se ti 
n6 en cada uno de los seis espacios con una diluci6n dife-
rente de las antes realizadas quedando de la manera siguie~ 
te: 

1 : ¡ J 

~ : ' 1 v:l6 l 1:32\ 1:64) 

Se a~lic6 una gota de cada diluci6n en cada espacio y se i~ 

cub6 en una cámara húmeda a 37° C durante 30 minutos, des-
pués se elimin6 el exceso de conjugado enjuagando las lami
nillas por simple inmersi6n en agua destilada y secando al 
aire libre. 

Se colocaron en un portalaminillas y se cubrieron de la lu; 
con un forro de papel estano. Posteriormente se observaron 
al microscopio (fotomicroscopio III para luz ultravioleta -
de luz transmitida marca Carl Zeis~) con un objetivo Plan

.Neofular 16/0,50 lnmersi6n, combinaci6n de filtros: (58) 

COLOR DE FILTRO DIVISOR CROMATICO FILTRO 

EXCITADOR EXCITADOR SUPRESOR 

U1 travioleta G-365 Ft-395 LP-420 
Verde G-546 Ft-580 LP-590 
Azul-violeta G-436 Ft-510 LP-520 
Azul B 485/20 Ft 510 BP-520-

560 

Aquí se eligi6 la mejor diluci6n por ser más clara y emitir 
la fluorescencia adecuada dentro del campo ultravioleta, -
misma que fue la diluci6n 1:~. por lo tanto, se tifteron to
das las muestras clínicamente nega~ivas, clínicamente posi-
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tivas, así como los frotis de vacunas, incubando de igual -
forma en la cámara hGmeda a 37º e durante 30 minutos y pos
terior enjuague por inmersi6n en agua destilada. Se proce-
di6 a la observaci6n y los resultados se muestran en las sl 
guientes tablas. 



45 

V. RESULTADOS. 

Siguiendo la tácnica experimental utilizada en la secci6n -
de epizootiologSa del Instituto Nacional de Investigaciones 
Forestales y Agropecuarias (INIFAP) para la elaboraci6n de 
conjugados fluorescentes y metodología basada en t6cnicas -
convencionales, se logr6 producir un conjugado cuyas carac
terísticas son evaluadas en este trabajo y los resultados -
alentadores nos marcan la pauta para elaborar conjugados -
que servirán en la facilitaci6n del diagn6stico de muchas -
enfermedades presentes en nuestro país. 

Para la evaluaci6n del conjugado fue necesario contar con -
antígenos conocidos y purificados, mismos que fueron obten! 
dos a partir de vacunas comerciales. 

Asimismo, para definir la especificidad se procedi6 a pro-
bar el conjugado obtenido con antígenos conocidos y purifi
cados diferentes. Los resultados se exponen en el siguiente 
cuadro: 

CUADRO NO. 1 

ANTIGENOS VACUNALES + CONJUGADO HOMOLOGO ANTIPARVOVIRUS. 

TIPO DE M U E S T R A s FLUORESCENCIA 
MUESTRA 

Vacuna contra parvovirus + + 

Frotis Vacuna contra Moquillo - - -
Vacuna contra hepatitis - - -
Vacuna contra Leptospira - - -

·.vacuna contra Rábiá - -



46 

Una vez realizadas las pruebas de especificidad del conjuga· 
do, los resultados obtenidos en la aplicaci6n práctica con · 
fines diagnósticos fueron los siguientes~ 

Se tomaron muestras de casos positivos a parvovirus por su · 
sintomatología, o bien por su muerte, para ser diagnostica·· 
dos con el conjugado elaborado. Los resultados se exponen 
en el siguiente cuadro: 

CUADRO . NO. 2 

ANGITENOS PARVOVIRUS + CONJUGADO HOMOLOGO ANTIPARVOVIRUS. 

TIPO DE MUESTRA M U E S T RAS FLUORESCENCIA 

Frotis Heces + + + + 

Improntas Heces + + + + 

Cortes Histol6gicos Intestino Delgado + + + 

Est6mago + 

Placas de Peyer + + 

Coraz6n - - . 
Hígado - - . 
llazo - - . 

Por otro lado, utilizando el mismo conjugado, se tomaron ·· 
muestras de casos negativos a parvovirus por su sintomatol~ 
gía para ser comparados con los resultados anteriores. Los 
resultados se exponen en el siguiente cuadro: 
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CUADRO NO. 3 

MUESTRAS NEGATIVAS + CONJUGADO HOMOLOGO ANTIPARVOVIRUS. 

TIPO DE MUESTRA. M U E S .·T R A .S FLUORESCE~CI.~ 

Frotis Heces - - -

Improntas Heces - - -

Cortes histol~gicos Intestino Delgado - - -
Est6mago - - -
Placas de Peyer -· - -
Coraz6n - - -
Higado - - -
Baz.o - - -

CUADRO NO. 

CONTROL DE ADHERENCIA AL VIDRIO. 

TIPO DE MUESTRA M U E S T R A FLUORESCEl\CIA 

Se colocan 2 gotas - Conjugado 
del conjugado sobre 
un portaobjetos lim- Fluorescente - - -
pio, se incuba a 37° ~ 

c durante 30 minutos. Antiparvovirus. 
Posteriormente se l.!! 
va por inmersi6n en 

1 

agua destilada. Se-
carla al aire. 



Impronta de heces de perro -
parvovirus tefiidos con Iso
tiocianato de fluoresccína ~ 
(ITF) prueba de anticuerpos 
fluorescentes positiva. Foto 
grafía con un fotomicrosco-7 
pío y condcsandor de luz -
transmitida, fluorescencia -
III RS, Carl Zeiss. 
En película Ektar-Asa-1000. 
Excítaci6n por luz azul-vio
leta. 
Combinaci6n de filtro G-436, 
Pt-510, LP-520. 

Objetivo plan neofular 16/ 
O.SO inmersi6n. 
Preparaci6n y fotograff a por 
P.M.V.Z. Mario Alberto Truji 
llo Oropcza, Unidad de Pos-7 
grado, Campo 1, F.E.S. Cuau
titlán, UNAM, México. 
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Frotis de flcces de Perro. Par
vovirus teñidos con rsatiocin 
nato de fluorcsceíno (ITF) 7 
prueba de los anticuerpos -
fluorescentes positiva. 
Fotog. real izadn con t:tn foto 
microscopio III y condensador 
de luz transmitida, fluores
cencia 111 RS, Car! Zciss. 
En película Ektar-Asa-1000. 
Excitaci6n por luz ultraviole 
ta + filtro ocular rojo. -

Combinaci6n de filtros UV-G365 
Ft- .395, LP-420. 

Objetivo plan neofulnr 16/0.50 
inmersi6n. 
Prcparaci6n y fotografía por 
P.M.V.Z. Mario Alberto Truji 
llo Oropeza, Unidad de Pos-
grado, Campo 11 F.E.S. Cuau
tilán, UNAM, México. 
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Corte de intestino delga
do de perro, te~ido·, con 
Isotiocianato de Fluorcs
cdna ( ITF) Prueba de an
ticuerpos fluorescentes -
positiva. 
Fotografiada con fotomi-
croscopio IIJ y condensa
<lor de luz transmitida, -
fluorescencia 111 RS, -
Carl Zciss. 

En pellcula Ektar-Asa-1000 
Excitaci6n por lu:-azul ~ 
combinaci6n de filtros ·· 
B 485/20, Ft-510, BP-526/ 
560. 
Objetivo plan neofu18r ---
16/0. 50, inmersión. 
Preparación y fotografía 
por P.M.V.Z. Mario Alb~rto 
Trujillo O.,Unidad de Pos 
grado, Campo-1, ·F.E.'S. __ ,..,_ 
Cuautitlán, UXAl,I, -:.léx'ico, . 

Frotis de heces de p~rro
tcñido con Isotiocianato 
de fluoresceína. (IT5) -' 
prueba de anticuerpos.
fluorescentes posi~~va--: 
Fotografiados cori fotomi~ 
croscopio III y·cond~nsa~ 
dar de lu: transmitida--,-:_. 
Fluorescencia J 11 RS •. -, 
Car! Zciss. · 

En película Ektar-Asa-1000 

Exc i tac i6n por 1 ~= ·ailll ·: 
\'Íolcta, combinaci6n.-,-deT:-.
fil tro G-436, Ft· 510 ;. LP.· 
5 20. 

Objetivo plan noofular~-
16/0.05, inmersión. 
Prepa1·aci6n ·Y fotografía 
por P.M.V.:. Mario ,\lbor
to TruJillo Oropc:a, Uni· 
<lad ~e Posgrado, Campe 1, 
J'.E.S.C. 1 ll:\:\M, ~·léxico. 



so 

VI. DISCUSION. 

Aún cuando se trabaj6 con una técnica experimental )' meto
dología convencional, la elaboraci6n del conjugado fue rea
lizada con gran facilidad y prometiendo resultados satisfa~ 
torios. 

Como se observa en el Cuadro no. 1 el resultado positivo o~ 
tenido de la reacci6n conjugado hom6logo antiparvovirus + -

parvovirus vacunal fue debido a la especificidad de la pru! 
ba, y el resultado negativo fue debido a la no especifici-
dad para otros antígenos y su especificidad a parvovirus. 

En el Cuadro No. 2, los resultados positivos que se obser-
van son debidos principalmente a la gran cantidad de virus 
que se desprenden de las células de la mucosa intestinal, -
que son eliminados por las heces; considerando que la repll 
caci6n viral se lleva a cabo en este 6rgano por el tropismo 
que tiene el virus hacia este tejido. 

En el caso del est6mago, éste se ve afectado, ya que la pa
tología de esta enfermedad comprende lesiones de gastroent! 
ritis. El resultado negativo en las muestras de coraz6n, .hi 
gado y bazo es debido a que el cuadro clínico en los anima
les muestreados fue típicamente gastrointestinal. 

Analizando los Resultados del Cuadro no. 3. 

La fluorescencia negativa se debe a que los animales de los 
cuales se obtuvieron las muestras, no presentaron cuadro -
clínico característico de una infecci6n parvoviral. 

Demostrando con esto que el conjugado es específico a esta 
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enfermedad. 

Como un dato adicional en la prueba de control de adheren
cia al vidrio, en la cual se pudo observar fluorescencia -
inespecí:fica, ~sta se debe a "lo~ Artefactos" que son resi
duos de colorante que no pueden ser eli~inados a pesar de -
que se realicen m6ltiples lavados. 
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VII. CONCLUSIONES. 

La elaboraci6n del conjugado fluorescente es fácilmente re~ 

lizable, aún sin contar con infraestructura sofisticada, ni 

P.ersonal especializado. Este conjugado fue fácilmente prod_!! 

cido en los laboratorios de la Facultad de Estudios Superi~ 

res Cuautitlán e INIFAP, asesoria perfectamente aplicada -

por personal del laboratorio. Con esto, se reducen costos -

de importaci6n de conjugados y nos alienta a producir conj~ 

gados fluorescentes para diagnosticar muchas enfermedades, 

disminuyendo la mortalidad por el tratamiento oportuno y au 

mentando con esto la producci6n animal. 

Asimismo, se considera que la especificidad del conjugado -

es confiable aunque podría mejorarse realizando una separa

ci6n de inmunoglobulinas por métodos convencionales. 

Este conjugado tiene aplicaci6n práctica en el diagn6stico 

de la enfermedad parvoviral bajo condiciones de laboratorio 

por ser segura y confiable. 
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ASIGNATURAS RELACIONADAS CON LA TESIS. 

• Virología. 

· Inmunología. 

- Patología. 

• Enfermedades Infecciosas II (Monogástricos). 

· Clinica Canina. 

· Zootecnia Canina y Felina. 

- Laboratorio de Análisis Clinicos. 

TIEMPO APROXIMADO PARA EL DESARROLLO. 

· Tres a cuatro meses. 

LUGARES DONDE SE DESARROLLARA LA TESIS. 

Laboratorios de la Unidad de Est.udil's de Posgrado 

y Maestría. Campo 1, Cuautitlán Izcalli, Edo. de -

México, F.E.S. Cuautitlán, U.l\.A.M. 

Laboratorio de Análisis Clínicos. Campo ~. F.E.S. 

Cuautitlán, Cuautitlán Izcalli, Edo. de México .. 
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