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Consideraciones y recomendaciones generales

Diagnéstico

e Se deben realizar pruebas de deteccion de parasitos gastrointestinales en los perros
que habitan en los tropicos y los subtrépicos, al menos, una vez cada 3 meses para
vigilar la eficacia de los planes de control de parasitos y el cumplimiento terapéutico
de los propietarios.

e Se deben realizar pruebas de deteccion de endoparasitos en los gatos de forma
regular (dos veces al afno) para vigilar la eficacia de los planes de control de parasitos
y el cumplimiento terapéutico de los propietarios.

e Antes de la eliminacion de las formas parasitarias en las heces pueden aparecer los
signos clinicos. En estos casos, la anamnesis y los signos clinicos seran los que guien
las decisiones terapéuticas.

e Para el diagndstico de la mayoria de los parasitos internos de gatos y perros, aunque
no de todos, se recomienda la técnica de flotacion fecal estandar o modificada. En
algunos casos, otros métodos, como la sedimentacion fecal u otros métodos de
diagnostico mas sensibles, pueden ser mas apropiados para parasitos especificos.
Estos se indican en las  directrices para perros y  gatos
(https://www.troccap.com/canine-guidelines y https://www.troccap.com/feline-
guidelines).

e Enlos animales con presuntas infecciones por hemoparasitos se deben realizar frotis
de sangre con muestras de sangre capilar tomadas de la punta de la oreja o del borde
labial exterior (ver video https://www.youtube.com/shorts/8KCQ1ggX9Hk), o sangre
venosa recién extraida. Para los frotis de la capa leucocitica, se puede usar sangre
venosa recién extraida o sangre recolectada en un tubo con EDTA. Los frotis
sanguineos se deben realizar inmediatamente después de la extraccion de la sangre
a fin de conservar la morfologia del parasito de manera 6ptima y también porque
algunos microorganismos de la sangre pueden abandonar al glébulo hospedador (p.
ej., micoplasmas hemotropicos).

e Los patogenos transmitidos por vectores se pueden detectar mediante diversos
métodos de laboratorio especificos, algunos de los cuales estan disponibles como
pruebas comerciales para realizar en el entorno del consultorio.

e En algunos casos conviene realizar pruebas complementarias (p. €j., hemograma,
analisis de orina, radiografias y ecocardiografia) para facilitar las decisiones sobre el
tratamiento y el manejo del paciente. En algunos casos, el uso de métodos por
imagenes también puede ser util para confirmar el diagnéstico. Por ejemplo, la
ecocardiografia puede revelar la presencia de dirofilarias en el ventriculo derecho, la
endoscopia permite visualizar nédulos esofagicos causados por Spirocerca lupi y la
tomografia computarizada puede indicar la presencia de Onchocerca lupi en el
espacio retrobulbar.

e Las infecciones por ectoparasitos relativamente grandes (p. ej., garrapatas, pulgas y
piojos), por lo general, se pueden observar macroscopicamente.

e Las infecciones por acaros se deben diagnosticar mediante el examen microscopico
de raspados de la piel (para deteccion de Demodex spp., Sarcoptes scabiei y
Notoedres cati), extracciones de pelos o cinta adhesiva (para la deteccion de

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.

Primera edicion, mayo de 2023


https://www.troccap.com/canine-guidelines
https://www.troccap.com/feline-guidelines
https://www.troccap.com/feline-guidelines
https://www.youtube.com/shorts/8KCQ1gqX9Hk

Lynxacarus radovskyi y Cheyletiella spp.) o examen del oido con un otoscopio
(especificamente para la deteccion de Otodectes cynotis).

e Ninguna técnica es 100 % sensible, por eso, en algunos casos, las infecciones
parasitarias no pueden ser detectadas.

Técnica microscépica 6ptima para examinar extensiones

e Comience con el condensador cerca del escenario del microscopio. Al realizar el
examen, hagalo descender para aumentar el contraste.

e Con el objetivo de 4x, use la perilla de ajuste grueso para lograr una vision clara.

e Examine metédicamente con los objetivos de 10x y 40x (20x o 60x si estan
disponibles) para garantizar que se examine la extension completa. Asegurese de que
el enfoque esté ajustado todo el tiempo mientras examina la muestra para lograr una
visualizacién detallada.

e Asegurese de que el diafragma de iris se use para ajustar la intensidad y el contraste
de la iluminacién al cambiar las lentes objetivo.

e Algunas muestras (como los frotis sanguineos) se deben examinar con una gota de
aceite de inmersion para poder realizar una evaluacion completa (lente objetivo 100x).
Solo al examinar la muestra con bajo aumento se debe usar el objetivo 10x. Esto
requiere la colocacién de una gota de aceite en el cubreobjetos con la extension v,
luego, se debe mover bajo la lente 100x. Es muy importante evitar la contaminacion
de las otras lentes secas (40x, 60x) con aceite. Si esto ocurre, la lente objetivo-
contaminada se debe limpiar suavemente con un papel para lentes y, en algunos
casos, se recomienda usar una pequefia cantidad de disolvente. En primer lugar, debe
verificar con el fabricante del microscopio cual es la mejor formulacion para usar.

Métodos en heces

e Los métodos de deteccidon en heces son como una “foto instantanea de un momento
especifico”. Esto quiere decir que los métodos de analisis de heces representan un
momento determinado en el tiempo: el momento de la recoleccién de la muestra. Por
lo tanto, la excrecion de parasitos de forma intermitente o en pocas cantidades puede
no detectarse. Ademas, los perros y gatos pueden liberar formas inmaduras en el
momento del analisis y comenzar a excretar huevos en el transcurso de los dias
posteriores a la obtencion de un resultado negativo en heces.

e La excrecioén intermitente de ooquistes/quistes/huevos/larvas o su ausencia en las
heces, incluso en casos sintomaticos, complica el diagndstico.

e Si se analizan de tres a cinco muestras recogidas en dias alternativos (método
preferido) o consecutivos, puede aumentar la probabilidad de detectar formas
parasitarias de diagnostico en las heces.

e Un material recién extraido permite obtener mejores resultados. Si las heces no se
pueden examinar en el momento de su recoleccion, se pueden conservar refrigeradas
a 3-5 °C (no congeladas) durante varios dias.

e Las heces se deben examinar macroscopicamente en busca de sangre, mucosidades,
proglétides y nematodos antes de analizarlas. La consistencia y el color (que puede
ser una indicacion de sangrado gastrointestinal superior o inferior) también se deben
considerar al interpretar los resultados.
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Métodos de flotacion fecal

e La sensibilidad de los métodos de flotacién se determina mediante la gravedad
especifica (GE) de la solucion de flotacion utilizada y el ooquiste/quiste/huevo que se
intenta detectar. Se necesita una diferencia suficiente en las GE entre ambos para
que los ooquistes/quistes/huevos floten. Consulte la tabla 1.

e Para el diagnéstico de los parasitos mas internos de perros y gatos, se recomiendan
las soluciones de flotacién con una GE de 1.18 a 1.28. Consulte la tabla 2.

e Algunas soluciones de flotacion pueden alterar la forma de los
ooquistes/quistes/huevos/larvas.

e Las soluciones mas viscosas se deben centrifugar.

e La seleccién de la solucion de flotacion depende del método de flotacion utilizado y
los parasitos que se desean detectar.

e El uso de cantidades medidas de heces y solucion de flotacién puede permitir la
cuantificacion de estadios parasitarios por gramo de heces.

e Larecuperacion de las formas parasitarias se puede alterar si las heces se congelan
antes del andlisis o se conservan en formalina (formaldehido al 2 %).

Tabla 1. Capacidad de flotacion de algunos huevos de parasitos seguin la GE promedio

Flotan con relativa facilidad con todas las soluciones de flotacion

Cystoisospora spp. (coccidio)

Ancylostoma spp. y Uncinaria sp. (anquilostomas)
Toxocara canis

Toxocara cati

Toxascaris leonina

Requieren centrifugaciéon y una solucion con una GE mayor

Trichuris vulpis (tricocéfalo)

Algunos huevos de trematodos, p. €j., Opisthorchis spp., Clonorchis spp., Haplorchis spp.,
Platynosomum sp. (trematodos hepaticos y del intestino delgado de gatos). Se debe tener
en cuenta que los resultados negativos falsos son comunes; la sedimentacién puede ser
mas sensible.

Taenia spp., Echinococcus spp., Se debe tener en cuenta que los resultados negativos
falsos son comunes.

Linguatula spp. (pentastomido)

Presentan dificultad para flotar; se contraen en las soluciones o son demasiado pesados

Physaloptera spp. (nematodo estomacal); se contrae
Spirocerca lupi (nematodo esofagico); se contrae

Dipylidium caninum (tenia comun); pesado. Se debe tener en cuenta que los resultados
falsos negativos son comunes.

Huevos de trematodos o cestodos, p. €j., Diphyllobothrium spp., Spirometra spp.,
Paragonimus spp., Echinostoma spp., Alaria spp.; son pesados y puede entrar liquido en
el huevo si el opérculo se abre.
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Tabla 2. Soluciones de flotacion comunes y su GE

Solucién GE Formulacion
Solucion de azucar de 1.27-1.3 454 g de azucar granulada disuelta en
Sheather 355 ml de agua caliente y 6 ml de

formaldehido (formaldehido al 37-40 %)

Nota: En cambio, se pueden usar 30 ml
de formalina al 10 %; disminuya la
cantidad de agua de 355 ml a 325 ml.

Sal saturada =1.2 350 a 400 g NaCl en 1 litro de agua

Sulfato de magnesio =1.2 350 a 400 g MgSO:s en 1 litro de agua;
700 g de MgSOs si se usa heptahidrato

Sulfato de zinc =~ 1.18-1.2 (1.25) 330 a 390 g ZnSO4 en 900 ml de agua

Nitrato de sodio =1.18-1.2 315 a 400 g de NaNO3 en 700 ml de
agua

Todas las formulaciones son aproximadas. Se debe usar un densimetro para confirmar la
GE. Las soluciones deben estar a temperatura ambiente para evaluar la GE.

Para ver un ejemplo de cémo preparar y medir la GE de una solucion de flotacion, visite:
https://youtu.be/Skx7JDULGIE

Técnica de Baermann

e Este método sirve para la recoleccion e identificacion de larvas de nematodos
presentes en heces.

e Lacantidad de heces utilizada afecta la sensibilidad de este método: a menor cantidad
de heces, menor sera la sensibilidad cuando el numero de larvas presentes es bajo.

e Larefrigeracion de las heces antes de la realizacion de la técnica de Baermann puede
disminuir la recuperacion de las larvas.

e Latemperatura del aguay del ambiente con las que se realiza la técnica de Baermann
puede afectar la recuperacion de las larvas. Las temperaturas deben ser similares a
las que las larvas encontrarian en el entorno.

e El agua que se utiliza en el instrumento de Baermann debe estar tibia (p. ej., 42 °C
hasta una temperatura que sea tolerable para la piel).

e Se prefiere la estamefia a la gasa, y se debe usar el nUmero minimo de capas para
evitar que las larvas queden atrapadas.

Técnica de sedimentacion

e Si bien la sedimentacion se usa con mayor frecuencia para huevos grandes y
pesados, como los trematodos y paquetes de huevos de Dipylidium, todas las formas
parasitarias de diagnostico se hundiran en agua.

e Ladificultad con la sedimentacion es la capacidad para ver objetos pequefios. Por lo
tanto, no es el método de preferencia para muchas formas parasitarias de diagndstico
en las heces. Considere la posibilidad de usar flotacion centrifuga con una solucién
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de GE >1.25 o el filtrado de la muestra fecal homogeneizada a través de un filtro de
0.1 mm antes de la sedimentacion.

e La cantidad de heces utilizada y el sedimento examinado afecta la sensibilidad de la
sedimentacion.

o Este método también se utiliza para la recoleccion e identificacion de larvas en heces.

Técnicas de deteccidon de hemoparasitos

e Los hemoparasitos incluyen las microfilarias de los nematodos y las distintas formas
de los protozoos, muchos de los cuales son transmitidos por vectores. También hay
algunas importantes bacterias hemotropicas transmitidas por vectores, como Ehrlichia
y los micoplasmas hemotropicos.

e En general, los métodos que usan alguna forma de concentracion hematica (p. e;j.,
prueba de Knott modificada para la deteccion de microfilarias, frotis de capa
leucocitica para patdgenos intraleucocitarios) y la tincion son mas sensibles que los
frotis directos.

e Ademas de examinar la sangre en busca de organismos, los kits comerciales y los
laboratorios de referencia pueden identificar la presencia de anticuerpos, antigenos o
ADN de distintos parasitos. Los resultados de los anticuerpos se deben interpretar en
funcion del ciclo de vida, ya que pueden indicar exposicion al parasito y no presencia
de este. Los anticuerpos contra los patégenos pueden mantenerse hasta un afio
después de la cura de la infeccion. Consulte las directrices sobre su uso para fines de
diagnostico en perros y gatos.

Técnicas de diagnéstico de ectoparasitos

e Parala recoleccién de muestras (extraccion de pelos, cinta adhesiva), se debe
considerar el sitio donde el parasito suele ubicarse.

e En perros y gatos con pelo largo, la posibilidad de separar el pelo es importante para
buscar parasitos en las puntas de las orejas y la piel.
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Procedimientos operativos estandar (POE) de analisis de materia
fecal

Recoleccion y almacenamiento de materia fecal

Un buen analisis de materia fecal comienza con el método de recoleccion de materia fecal.
Las heces se deben recoger inmediatamente después de la defecacion (del suelo o de la caja
de arena), se deben almacenar a una temperatura de 3 a 5 °C antes del analisis (a menos
que se vaya a realizar la prueba de Baermann) y se deben analizar en el plazo de los cinco
dias posteriores a la recoleccion. La recoleccion inmediata después de la defecacion ayuda
a garantizar que la muestra esté limpia y disminuye la probabilidad de contaminacién con
nematodos del suelo. La recoleccion rectal es posible, pero la mayor cantidad que suele
obtenerse de las heces evacuadas puede aumentar el numero de pruebas posibles y
garantizar una cantidad adecuada para flotaciéon, sedimentacion y/o para la técnica de
Baermann.

Las heces se deben colocar en un recipiente limpio, etiquetado con la identificacion del animal
y la fecha de recoleccion.

Se debe solicitar a los tutores de las mascotas que traigan heces recolectadas al consultorio
tan pronto como sea posible. Después de la recoleccién y durante el transporte al consultorio,
las heces se deben mantener en un entorno fresco. Una vez en el consultorio, la refrigeracion
hasta el analisis enlentecera el desarrollo de parasitos, lo que facilitara la identificacion.

Si bien muchos parasitos no son infecciosos en materia fecal recién recolectada, en regiones
geograficas con Echinococcus spp., se deben tomar precauciones adicionales durante la
recoleccion y el analisis.

Revoluciones por minuto (RPM) frente a fuerza g

Para muchas centrifugaciones, hay una tabla disponible para determinar la fuerza g (o fuerza
centrifuga relativa) lograda segun las RPM (revoluciones por minuto). No obstante, si no hay
una disponible, se puede calcular de la siguiente manera:

Fuerza g = 1.12 x radio de rotor en mm x (rpm/1000)?

También se puede utilizar la siguiente calculadora en linea: p. €j.,
http://insilico.ehu.es/mini_tools/rcf rpm.php.

GE (gravedad especifica)

La GE es el peso por volumen de unidad en comparacion con el agua y se puede determinar
por el peso de una solucion o con un densimetro. Los densimetros se deben usar a
temperatura ambiente.

Si se usa el peso, 1 litro de una solucién que pesa 1.2 kg tiene una GE de 1,2.

Si se usa un densimetro, asegurese de que el intervalo sea el apropiado para la solucion. Los
intervalos de un densimetro normal son >1.0a1.22y 1.2a1.4.

Para ver un ejemplo de como preparar y medir la GE de una solucién de flotacion, visite:
https://youtu.be/Skx7JDULGIE
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POE 1: Flotacién fecal simple

La flotacién fecal simple es adecuada para la recuperacion e identificacion de la mayoria de
los huevos de nematodos, algunos huevos de tenias, quistes y ooquistes de pentastomidos
(Linguatula serrata) y protozoos en heces caninas y felinas. El método es rapido y no es
costoso; asimismo, no requiere del uso de una centrifuga. No obstante, este protocolo no
incluye un paso de concentracién, y no se pueden usar soluciones de flotacion viscosas con
una GE alta, lo que disminuye la sensibilidad cuando hay pocos huevos/quistes en las heces
y para algunos parasitos con huevos con una GE levemente mayor (p. €j., Trichuris).

Reactivos/materiales

e Solucion de flotacion (p. €j., sal saturada o nitrato de sodio)

o Portaobjetos y cubreobjetos

¢ Un frasco de boca ancha (p. €j., un frasco para recoleccién de orina
reutilizable/lavable o un pocillo de plastico/papel)

¢ Tubo de ensayo desechable de 10 a 15 ml o frasco de vidrio reutilizable de boca
estrechade 10 a 15 ml

e Colador de té, gasa o estamenfa

e Varilla agitadora (p. €j., un bajalenguas)

Preparacion de soluciones de flotacion con GE de 1,20

¢ Nitrato de sodio:
Disuelva 315 a 400 g de nitrato de sodio en aproximadamente 700 ml de agua
destilada tibia (dH20). Agregue mas dH2O hasta que la solucién completa pese 1200
g (esto equivale a una GE de 1.20). Mezcle la solucién y, luego, compruebe la GE con
un densimetro.

e Sal saturada
Disuelva sal de mesa (NaCl, ~300 a 400 g) en 1000 ml de dH-O tibia mientras agita
de forma constante. Agregue sal hasta que ya no se disuelva (es decir, la sal
permanece precipitada fuera de la solucion una vez que se enfrié). Compruebe la GE
con el densimetro.

Procedimiento

1. Con la varilla agitadora, coloque ~2 g de heces en un recipiente de boca ancha
(recipiente de plastico desechable o recipiente reutilizable/lavable) (p.ej., frasco de
orina/frasco de orina estéril).

2. Agregue ~4 ml de solucion de flotacién al recipiente y mezcle minuciosamente con las

heces con la vara agitadora.

Agregue otros ~4 ml de solucion de flotacion al pocillo y vuelva a mezclar.

4. Viertaffiltre esta suspension fecal a través de un colador de té/gasa/estamefa en un
nuevo recipiente.

5. Vacie el contenido del recipiente en un tubo de ensayo de 10 a 15 ml sostenido en un
bastidor o soporte o en un frasco de vidrio de boca estrecha de 10 a 15 ml.

6. Siga agregando el contenido o complete con una solucion de flotacion hasta que se
forme un menisco positivo sobre el borde del frasco/tubo de ensayo. Los ultimos

w
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mililitros de solucion de flotacion se pueden verter con un gotero para asegurarse de
que el menisco se forme cuidadosamente.

7. Con cuidado, coloque un cubreobjetos (aproximadamente 22 x 22 mm) sobre el tubo
de ensayo.

8. Déjelo en posicion vertical durante 10 a 15 minutos.

9. Con cuidado, retire el cubreobjetos del tubo, con la gota de liquido adherida a la parte
inferior de este y coléquela en un portaobjetos.

10. Examine la muestra en un microscopio 6ptico con poco aumento (objetivo 10x;
ampliacion 100x) para observar las formas de los helmintos y con mucho aumento
(objetivo 40x; ampliacion 400x) para observar las formas de los protozoos.

Para obtener una guia alternativa paso a paso con imagenes utiles de este procedimiento,
consulte: http://www.rvc.ac.uk/review/parasitology/Flotation/Simple_flotation/Purpose.htm

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Vierta el nitrato de sodio en un recipiente de desechos quimicos apropiado.
Deseche todas las extensiones, cubreobjetos y tubos de ensayo en un contenedor
para objetos cortantes.

Limpie todo el equipo (colador de té, recipientes reutilizables) minuciosamente con
una solucién de lejia al 10 %.

Pase un pafio embebido con etanol al 70 % por la superficie de trabajo.

Coloque aproximadamente 2 g de heces en un recipiente de boca ancha. Agregue
aproximadamente 4 ml de soluciéon de flotacion. Mezcle por completo. Agregue
aproximadamente 4 ml de solucién de flotacion y mezcle.
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Cuele la solucion con una gasa, estamefio o colador de té en un recipiente limpio.

Vierta la solucién filtrada en un tubo de ensayo o un frasco de vidrio de boca estrecha de 10 a
15 ml. Agregue solucion de flotacién adicional hasta que se haya formado un menisco
positivo. Coloque un cubreobjetos sobre el frasco.
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Después de 10 a 15 minutos, quite el cubreobjetos y coloquelo en un portaobjetos.
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POE 2: Flotacién fecal centrifuga

El procedimiento de flotacion centrifuga con sulfato de zinc [GE 1,18] es adecuado para el
aislamiento y la identificacion de quistes y ooquistes de protozoos en las heces, en particular,
quistes de Giardia duodenalis. El procedimiento de flotacién centrifuga con solucion de azucar
de Sheather [GE 1,27] es mas sensible para el aislamiento de huevos de nematodos mas
pesados, como los de Trichuris vulpis y Spirocerca lupi y el trematodo Platynosomum. La
flotacion centrifuga no es costosa; no obstante, requiere el uso de una centrifuga.

Reactivos/materiales

e Solucion de flotacion (p. €j., solucién de sulfato de zinc o de azucar de Sheather)

e Yoduro de lugol

o Portaobjetos y cubreobjetos

¢ Recipiente o frasco de boca ancha (p. €j., frasco para recoleccién de orina
reutilizable/lavable o recipiente de papel/plastico reutilizable)

e Tubo de ensayo desechable o reutilizable de 10 a 15 ml

e Colador de té, gasa o estamefa

e Varilla agitadora (p. €j., un bajalenguas)

e Centrifuga para tubos de 10-15 ml; se prefiere un cubo basculante

Preparacion de soluciones de flotacion

e Solucion de sulfato de zinc (GE 1.18)
Disuelva 331 g de sulfato de zinc en 900 ml de agua destilada tibia (dH20). Agregue
mas dH20 hasta que la solucion completa pese 1180 g (esto equivale a una GE de
1.18). Mezcle la solucién y, luego, compruebe la GE con un densimetro. Nota: Si se
usa heptahidrato de sulfato de zinc, se necesitara mas cantidad (p. €j., aprox. 750 g)
e Solucion de azucar de Sheather (GE 1.27)
Mientras agita, agregue 454 g de azucar a 355 ml de agua caliente. Agregue 6 ml de
formalina al 10% (10 ml de formaldehido al 40% en 90 ml de agua destilada) por cada
454 g de azucar para evitar la contaminacion fungica. Realice los ajustes necesarios
con un densimetro para asegurarse de que la GE sea 1.27.

Procedimiento

1. Con la vara agitadora, coloque ~2 g de heces en un recipiente/frasco de boca ancha.

2. Agregue ~4 ml de solucién de flotacion al recipiente/frasco y mezcle con las heces
minuciosamente con la vara agitadora.

3. Agregue otros 4 ml de solucién de flotacién al recipiente/frasco y vuelva a mezclar.

4. Viertaffiltre esta suspension fecal a través de un colador de té/gasa/estamefio en un
nuevo recipiente/frasco.

5. Vacie el contenido del recipiente/frasco en un tubo de ensayo de 10 a 15 ml sostenido
en un bastidor o soporte.

6. Centrifugue a 500 g durante 5 minutos.

7. Con cuidado, agregue mas solucién de flotacion hasta que se forme un menisco
positivo en la parte superior del tubo de ensayo y coloque un cubreobjetos
(aproximadamente 22 x 22 mm) en la parte superior.

8. Deje en posicion vertical durante otros 5 a 10 minutos.

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.

Primera edicion, mayo de 2023




9. Con cuidado, retire el cubreobjetos del tubo con la gota de liquido adherida a la parte
inferior de este y coléquela en un portaobjetos. Si agrega una solucion de yoduro de
lugol al portaobjetos antes de colocar el cubreobjetos, sera mas facil ver los quistes
de Giardia.

10. Examine la muestra en un microscopio Optico con poco aumento (objetivo 10x;
ampliacion 100x) para observar las formas de los helmintos y con mucho aumento
(objetivo 40x; ampliacion 400x) para observar las formas de los protozoos

Procedimiento con centrifuga basculante

1. Siga los pasos 1 a 5 descritos anteriormente.

2. Con cuidado, agregue mas solucion de flotacion hasta que se forme un menisco
positivo en la parte superior del tubo de ensayo y coloque un cubreobjetos
(aproximadamente 22 x 22 mm) en la parte superior.

3. Centrifugue a 500 g durante 10 minutos.

4. Siga los pasos 9 a 10 descritos anteriormente.

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Vierta sulfato de zinc en un recipiente de desechos quimicos apropiado.

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.

Limpie todo el equipo (colador de té, tubos de ensayo de vidrio) minuciosamente con
una solucién de lejia al 10 %.

Pase un pafio embebido con etanol al 70 % por la superficie de trabajo.
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Pese aproximadamente 2 g de heces en un recipiente de boca ancha. Mezcle las heces con
solucion de flotacion.

Vierta la solucion a través de estameno/gasa/colador de té; presione lentamente para recoger
la solucion. Vierta la solucion en un tubo de ensayo.

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.
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Coloque el tubo en la centrifuga y hagalo girar durante 5 minutos a 500 g.

Con una centrifuga de cubo basculante, los tubos se pueden hacer girar con el portaobjetos
colocado. Para todas las demas centrifugas, después de la centrifugacion, llene con
solucion de flotaciéon hasta que se observe un menisco positivo y, luego, coloque el
cubreobjetos; permita que la muestra permanezca en reposo durante 5-10 min.

Retire el cubreobjetos y coloquelo en un portaobjetos. Examine a con una ampliacién 100x.
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POE 3: Técnica de Baermann

La técnica de Baermann es adecuada para el aislamiento y la identificacion de larvas de
nematodos (p. €j., Strongyloides stercoralis y parasitos pulmonares) en heces recientes.

Reactivos/materiales

e Agua destilada (dH20)

¢ Embudo de plastico o vidrio, tubo de goma y pinza O tubo de centrifuga de 50 ml
e Colador de té, gasa o estamefio

e Mondadientes, banda de goma o hilo

Preparacion del equipo

Fije un embudo a un soporte; conecte un tubo de goma con una pinza al tallo del
embudo.

Procedimiento

1. Coloque de 3 a 5 g de heces en el centro de un gran cuadrado de estamefo/gasa y
atelo con una banda de goma, hilo o mondadientes para formar una bolsa.

2. Coloque la bolsa en un colador de té y suspéndala en el embudo. Si esta usando un
tubo de centrifuga de 50 ml, suspenda la bolsa directamente en el tubo sin un colador
de te.

3. Agregue dH-0 tibia al embudo hasta que el agua cubra la parte superior de la bolsa
con heces o0 agregue agua al tubo de 50 ml hasta que las heces queden cubiertas.

4. Deje en reposo durante 12 a 24 horas o durante la noche para recuperar larvas de los
parasitos pulmonares o 6 horas para Strongyloides stercoralis.

5. Si esta utilizando un embudo, abra el tapén del tubo de goma y recoja 2 ml del
sedimento filtrado en un tubo de ensayo. Si esta usando un tubo de centrifuga de
50 ml, vaya al paso 7.

6. Permita que el tubo de ensayo quede en posicién vertical durante 30 minutos o
centrifugue de 500 a 1000 g durante 2 minutos.

7. Retire con cuidado el sobrenadante con una pipeta y deje ~0,5 ml del sedimento
intacto.

8. Tome 1 a 2 gotas del sedimento y coloquelas en un portaobjetos con un cubreobjetos.
Repita segun sea necesario.

9. Examine la muestra en un microscopio 6ptico con poco aumento (objetivo 10x;
ampliacion 100x) para detectar las larvas y con mucho aumento (objetivo 40x;
ampliacion 400x) para confirmar la presencia de un primordio genital, el tipo de
eso6fago y la forma de la cola.

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.
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Limpie todo el equipo (colador de té, embudo, tubos de ensayo de vidrio)
minuciosamente con una solucién de lejia al 10 %.
Pase un pafio embebido con etanol al 70 % por la superficie de trabajo.

El método del aparato de Baermann (embudo con tubo y pinza).

Pese de 3 a 5 g de heces y coloquelas en estamefo/gasa. Coléquelas en un colador de té vy,
luego, en el embudo. Llene con agua. Después de dejar reposar durante la noche, abra la
pinza y recoja 2 ml del sedimento.

Método de tubo de centrifuga (50 ml).

Paso 1. Paso 2. Paso 3.
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Paso 1: Coloque las heces en el centro de un trozo de gasa/estamenio.

Paso 2: Suspenda en un tubo de 50 ml con agua tibia; agregue agua hasta que la materia
fecal quede cubierta. Se necesita mas agua.

Paso 3: Después de dejar reposar durante 6 a 24 h (segun el parasito), retire el sedimento
para analizarlo.

POE 4: Técnica de sedimentacion simple

La técnica de sedimentacion fecal es adecuada para el aislamiento y la identificacion de
huevos mas pesados, especialmente, los de trematodos (p. €j., Alaria spp., Paragonimu spp.,
etc.) y algunas tenias (p. €j., Spirometra spp., Diphyllobothrium latum). EI método es rapido y
no es costoso; asimismo, no requiere del uso de una centrifuga.

Reactivos/materiales

e Agua destilada (dH20)

e Solucion acuosa de azul de metileno al 5 %

e Colador de té o tamiz (aproximadamente 0.1 mm apertura)
¢ Recipiente/frasco de plastico

e Tubo cénico de 50 ml

Procedimiento

1. Sumerja 5 g de heces en 50 ml de dH20 y mezcle minuciosamente.

2. Cuele con un colador de té/gasa/tamiz en un frasco de plastico para filtrar. La abertura
debe ser de al menos 150 pym.

3. Vierta todo el contenido en un tubo de ensayo conico (50 ml).

Permita que sedimente durante 5 minutos o, de lo contrario, centrifugue el tubo a 650

g durante 10 minutos.

Retire el sobrenadante.

Agregue agua, mezcle y permita que sedimente durante 5 minutos.

Retire el sobrenadante con cuidado.

Puede agregar 1 a 2 gotas de solucion de acuosa azul de metileno al 5 % en un tubo

de ensayo para ayudar con la identificaciéon (huevos de trematodo amarillos o

incoloros contra un fondo azul).

9. Transfiera 1 a 2 gotas del sedimento a un portaobjetos, coloque un cubreobjetos y
examine con un microscopio 6ptico con poco aumento (objetivo 4x [ampliacion 40x] y
objetivo 10x [ampliacién 100x]).

Precauciones de seguridad
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Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.

Limpie todo el equipo reutilizable (colador de té, tubos de ensayo de vidrio)
minuciosamente con una solucién de lejia al 10 %.

Pase un pafio embebido con etanol al 70 % por la superficie de trabajo.
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Sumerja 5 g de heces en 50 ml de dH»0 y mezcle minuciosamente.

Cuele la mezcla de heces y agua con un colador de té/gasal/tamiz en un frasco de plastico
para filtrar. Vierta todo el contenido en un tubo de ensayo cénico (50 ml). Deje que sedimente
durante 5 minutos.

El siguiente paso no se refleja en las imagenes: Agregue agua al tubo, mezcle, permita que
sedimente durante 5 minutos y luego, quite el sobrenadante con cuidado.
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Transfiera 1 a 2 gotas del sedimento a un portaobjetos, coloque un cubreobjetos y examine
con un microscopio optico con poco aumento.
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POE 5: Tincién acidorresistente para ooquistes de
Cryptosporidium

Dado que los ooquistes de Cryptosporidium spp. son muy pequenos y dificiles de detectar
para los investigadores sin experiencia; este método proporciona una tincion especifica y
permite una deteccion mas sencilla.

Reactivos

¢ Metanol absoluto

e Carbolfucsina de Kinyoun

e Solucién de acido sulfarico al 10% (H2S04)
¢ Verde de malaquita al 3%

Procedimiento

1. Prepare una extension con una capa delgada de heces y permita que se seque de
forma natural.

2. Fije con metal absoluto durante 10 minutos y permita que la extension se seque.

Tifa con colorante de carbolfucsina de Kinyoun frio (filtrado) durante 5 minutos.

4. Lave cuidadosamente con agua de la canilla hasta que el agua se vea transparente
(es un paso muy importante que puede llevar de 3 a 5 minutos).

5. Decolore en 10% H2SOs4 (para extendidos muy delgados, una inmersion rapida en un

frasco Coplin de acido seguida de un enjuague inmediato con agua de la canilla es

suficiente).

Contratina con verde de malaquita al 3% durante 2 a 5 minutos.

Lave con agua de la canilla y seque con papel secante.

8. Examine con un microscopio 6ptico con mucho aumento (objetivo 40x; ampliacion
400x) en busca de ooquistes.
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Resultados

Los ooquistes se observan como cuerpos acidorresistentes (rosado brillante) de forma
ovalada a redonda (4 a 6 um de diametro), rodeados por un halo incoloro. Las
bacterias y la candidas se tifien de color verde.

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un
contenedor para objetos cortantes segun corresponda.

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.

Primera edicion, mayo de 2023



Paso 1. Paso 2.
Paso 2. Paso 3.
Paso 4. Paso 5.
Paso 6. Paso 7.
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POE de analisis de sangre

POE 6: Prueba modificada de Knott

Este método se usa para la deteccion de microfilarias en sangre. Este método es mas
sensible que una extension directa con sangre recién extraida ya que concentra las
microfilarias de un gran volumen de sangre. Ademas de las pruebas seroldgicas, este método
también permite la deteccion y la identificacion de microfilarias de especies distintas a D.
immitis (p. €j. Dirofilaria repens, Acanthocheilonema spp., y Brugia spp.). Las muestras de
sangre deben recogerse durante la noche para lograr una mayor sensibilidad en la deteccién
de las microfilarias de Dirofilaria spp.

Reactivos/materiales

e Formalina al 2 % (2 ml de formaldehido al 40 % en 98 ml de agua destilada)
¢ Azul de metileno al 1 %

e Tubo de centrifuga cénico

e Extension y cubreobjetos

o Pipeta

Procedimiento

1. Mezcle 1 ml de sangre anticoagulada (en heparina o EDTA) con 9 ml de formalina al

2% en un tubo de centrifuga conico.

Invierta el tubo lentamente 4 veces para mezclar la solucion.

Centrifugue a 500 g durante 5 minutos.

Deseche el sobrenadante.

Tifa el sedimento durante 1 a 2 minutos con 1 a 2 gotas de azul de metileno al 1%.

Agregue una gota de la muestra en un portaobjeto de vidrio y cubra con un

cubreobjeto. Repita este paso a fin de preparar 2 0 mas portaobjetos; de esta manera,

se aumenta la sensibilidad.

7. Nota: Los pasos 1-6 se pueden repetir para aumentar la sensibilidad.

8. Examine los portaobjetos con un microscopio 6ptico con poco aumento (objetivo 10x;
ampliacion 100x) para microfilarias. Se pueden necesitar mayores ampliaciones para
la identificacion morfolégica especifica de las microfilarias.
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Nota: La adiciéon de 9 ml de formalina al 2 % y los pasos de 2 a 4 se pueden repetir si se
desea un sedimento mas limpio.

Precauciones de seguridad
Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.
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Paso 1. Paso 1.

Paso 4. Paso 5.

Paso 6. Paso 6.
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Paso 6.

Fotografias aportadas por cortesia de lan Branford y Shadrach Hobson-Tyson, Escuela de
Veterinaria de Ross University
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POE 7: Método del microhematocrito para la deteccion de
microfilarias

El microhematocrito es un método hematolégico muy usado. En las muestras de sangre
positivas para microfilarias de Dirofilaria spp. y Acanthocheilonema spp., las mismas tienden
a concentrarse en la fraccién de la capa leucocitica del tubo del microhematocrito. Se pueden
observar con el microscopio mientras estan con vida y moviles.

Reactivos/materiales

e Tubos de microhematocrito

Procedimiento

1. La sangre recogida en anticoagulante (EDTA, heparina, etc.) se usa para llenar los
tubos de microhematocrito (75 mm de largo, 1 mm de diametro).

2. Centrifugue en una centrifuga de microhematocrito a 13,000 a 15,000 g durante 4 a 5
minutos.

3. El tubo de microhematocrito se retira con cuidado de la centrifuga y se coloca
horizontalmente bajo un microscopio para hacer foco en la fraccién de la capa
leucocitica, ubicada entre el plasma y la capa eritrocitaria.

4. Examine con un microscopio optico con un objetivo 20x (ampliacion 200x) y observe
las microfilarias méviles.

Resultados

Las microfilarias no se pueden diferenciar a nivel de las especies debido al movimiento
y la falta de tincion para la visualizacion de caracteristicas distintas. Las microfilarias
tienden a moverse desde el area de la capa leucocitica al plasma mientras se
calientan con la luz del microscopio.

Precauciones de seguridad
Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.

Primera edicion, mayo de 2023



POE 8: Frotis sanguineo (incluido el extendido sanguineo de
sangre capilar de la punta de la oreja)

Se usan frotis sanguineos delgados para parasitos intra y extracelulares en sangre periférica,
como algunos protozoarios (Babesia, Theileria, Rangelia, Cytauxzoon, Hepatozoon,
Trypanosoma). Los frotis gruesos son mas concentrados y sensibles que los delgados, pero
se deben continuar con un extendido delgado para identificacion morfolégica de parasitos.
Los frotis delgados y gruesos se pueden usar para detectar microfilarias, pero tienen baja
sensibilidad en comparacion con la prueba modificada de Knott.

En la mayoria de los casos, se deben preparar dos o mas frotis para aumentar la
sensibilidad del método.
Ademas de este POE, consulte:

Frotis sanguineo de sangre capilar recién extraida. https://youtu.be/EKYXXHSILYK y
https://www.youtube.com/shorts/yfUN89hsZqgs

Frotis sanguineo con EDTA. https://youtube.com/shorts/[-KNiVnlAi0?feature=share

Reactivos/materiales

e Tincion de Giemsa: Solucion 1:20 (p. €j., 2 ml de solucion madre de Giemsa y 40 ml
de agua destilada). La solucion 1:20 no debe tener mas de 2 dias de antigiedad.

e Frascos para tincion

o Asegurese de que los portaobjetos estén limpios; se les debe pasar un pafo con
alcohol antes de manipularlos por el borde.

Procedimiento de frotis sanguineo delgado

1. Coloque una pequefa gota de sangre recién extraida (antes de que coagule) o sangre

anticoagulada con EDTA cerca de un extremo del portaobjetos.

Use otro portaobjetos (el esparcidor) para extender la sangre.

Sostenga el portaobjetos esparcidor a un angulo de aproximadamente 45°

4. Toque el extremo distal de la sangre con el esparcidor. El extremo distal es el lado

mas alejado del borde del portaobjetos.

La sangre debe correr por el borde del esparcidor.

Presione con cuidado el esparcidor a lo largo de la longitud del portaobjetos.

7. Tenga en cuenta que esto lleva la sangre detras del esparcidor. No a la parte frontal
del esparcidor.

8. Presione el esparcidor para que se cierre en el extremo del portaobjetos. Esto debe
tener como resultado un “borde deshilachado”, un area donde se separan los glébulos
rojos.

a. Sino hay suficiente sangre, el frotis es corto.
b. Si hay demasiada sangre, el borde deshilachado no se crea.
. Seque de forma natural.

10. Después de dejar que se seque de forma natural el frotis de sangre, fijelo con metanol

absoluto durante 5 minutos y deje que se seque de forma natural.
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Procedimiento para frotis de sangre grueso

1. Coloque una pequefa gota de sangre en el centro del portaobjetos.

2. Use un palillo o el extremo de otro portaobjetos y extienda la gota de sangre con un

movimiento circular.

El frotis resultante debe tener aproximadamente 1,5 cm de diametro.

4. Si el portaobjetos se coloca sobre papel de diario, resultara dificil ver a través de la
sangre.

5. Permita que el frotis se seque en una posicion horizontal durante al menos 30 minutos.

El frotis se puede dejar secar durante varias horas.

No fije frotis gruesos con metanol o calor.

Tifa con Giemsa.

8. Sila tincion se debe demorar, sumerja el frotis brevemente en agua para hemolizar
los eritrocitos.
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Procedimiento para frotis de sangre capilar de la oreja

1. Sostenga la oreja y corte el pelo de una pequefia area de uno de los bordes del
pabellén auditivo.

2. Pase una gasa seca para retirar el pelo cortado, el polvo y las escamas. NO use
ningun liquido (p. ej., desinfectante), ya que, si lo hace, impedira que se forme la
ampolla.

3. Pinche la oreja con cuidado con una aguja delgada (25 G 0 26 G). (Esto se debe hacer
con mucho cuidado, de modo que no salga sangre).

4. Apriete la oreja alrededor del sitio de puncidén para hacer que salga sangre capilar a
la superficie de la piel. Debe observarse una pequena ampolla de sangre.

5. Aplique un portaobjetos sobre la ampolla y, luego, prepare un frotis como se describe
anteriormente para un frotis de sangre delgado.

Tincién y visualizacion (todos los tipos de frotis)

1. Sino dispone de un kit de tincién comercial, como Diff-Quik, disponible, se puede usar
el siguiente método.

2. Coloque el portaobjetos en la solucion de Giemsa 1:20 durante 20 a 30 minutos.

3. Lave con cuidado con agua de la canilla o0 sumergiendo en un frasco de agua de la

canilla. No lave en exceso, si lo hace, se retirara el color.

Permita que se seque de forma natural en posicion vertical.

5. Examine el portaobjetos con un microscopio optico, primero con un objetivo 10x
(ampliaciéon 100x). La ampliacién se puede aumentar cuando se buscan protozoos
intracelulares y para la identificacién de microfilarias.
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Resultados

El citoplasma del parasito se tefira de azul claro y los nucleos de magenta oscuro.
Consulte las directrices de los endoparasitos caninos y felinos para ver imagenes de
diversos protozoarios sanguineos.

Si se observan microfilarias en un frotis de sangre, se debe realizar una prueba de
Knott para ayudar con la identificacion.

Tenga cuidado con los artefactos relacionados con el secado o la tincion.
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Precauciones de seguridad
Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.
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Paso 1. Paso 1.
Paso 2. Paso 3.
Pasos4a’. Paso 8.

Paso 8. El borde deshilachado esta en el area C.
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POE 9: Frotis de capa leucocitica

La capa leucocitica es la fraccidon de la sangre que contiene la mayoria de los leucocitos y las
plaquetas. Contiene leucocitos concentrados de 10 a 20 veces. Se observa después de la
centrifugacion de la sangre recogida con anticoagulantes. La capa leucocitica aparece como
una capa delgada de color beige, que representa alrededor del 1 % del volumen total de
sangre, y esta ubicada en el tubo de centrifugacién entre el plasma (arriba) y los eritrocitos
(abajo). En parasitologia, el frotis tefiido con capa leucocitica representa una manera mas
sensible que el frotis de sangre completa estandar para detectar microscopicamente ciertos
parasitos y otros patdogenos que se encuentran en los leucocitos, como Leishmania,
Hepatozoon, Anaplasma o Ehrlichia. La capa leucocitica también puede incluir una mayor
concentracion de microfilarias y/o formas de tripomastigotes del género Trypanosoma que la
de sangre completa. La fraccion de la capa leucocitica también se puede usar para extraccion
de ADN seguida de PCR para la deteccion molecular de estos parasitos.

Reactivos/materiales

e Tubo de sangre con EDTA

o Pipeta

e Tubo de hematocrito o tubo de vidrio con sangre capilar
e Tincion de Giemsa

o Portaobjetos de vidrio

Procedimiento

1. La sangre completa recogida con anticoagulante (EDTA, heparina, etc.) se centrifuga

a 200 g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

El tubo se retira con cuidado de la centrifuga y se coloca en un soporte para tubos.

3. Con una pipeta fina, se aspira una pequefia gota de la capa leucocitica y se la coloca

en un portaobjetos.

Use otro portaobjetos (el esparcidor) para extender la sangre.

Sostenga el portaobjetos esparcidor a un angulo de aproximadamente 45°.

6. Toque el extremo distal de la gota con el esparcidor. El extremo distal es el lado mas
alejado del borde del portaobjetos.

7. La gota de capa leucocitica debe correr por el borde del esparcidor.

Empuje con cuidado el esparcidor a lo largo del portaobjetos.

9. Tenga en cuenta que esto lleva la gota detras del esparcidor. No a la parte frontal del
esparcidor.

10. Presione el esparcidor para que se cierre en el extremo del portaobjetos. Esto debe
tener como resultado un “borde deshilachado”, un area donde se separan los glébulos
rojos.

a. Sila gota es demasiado pequenfa, el frotis es corto.
b. Sila gota es demasiada grande, el borde deshilachado no se crea.

11. Seque de forma natural.

12. Después de dejar que el frotis se seque de forma natural, fijelo con metanol absoluto
durante 5 minutos y deje que se seque de forma natural.

13. Coloque el portaobjetos en la solucion de Giemsa 1:20 durante 20 a 30 minutos.

14. Lave con cuidado con agua de la canilla o sumergiendo en un frasco de agua de la
canilla. No lave en exceso, si lo hace, se retirara el color.
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15. Permita que se seque de forma natural en posicion vertical.

16. Examine el portaobjetos con un microscopio 6ptico, primero con un objetivo 10x
(ampliacion 100x). La ampliacion se puede aumentar al buscar protozoos
intracelulares y para la identificacion de microfilarias.

Resultados
Consulte las directrices caninas y felinas para ver imagenes de diversos parasitos.

Precauciones de seguridad
Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.

TroCCAP: POE para el diagnéstico de endo- y ectoparasitos caninos y felinos en los tropicos.

Primera edicion, mayo de 2023



POE de analisis cutaneo

POE 10: Método de la cinta adhesivaltira de acetato

El método de la cinta adhesiva se puede usar alrededor de la region perianal para recoger
huevos de cestodos y en diversos sitios de preferencia para recoger acaros del pelo.

Reactivos/materiales

o Portaobjetos y cubreobjetos
e Pinzas
¢ Cinta adhesiva transparente

Procedimiento

1. Use cinta adhesiva transparente o una tira de acetato.

La cinta o tira debe tener aproximadamente 2,5 cm de largo.

Coléquela en el pelo o la superficie cutanea.

Tire en la direccion del pelo.

Coloque el lado con adhesivo hacia abajo en un portaobjetos de vidrio.

Examine con un objetivo 4x 0 10x (ampliacion 40x o 100x) en busca de acaros y piojos
y con objetivos 10x o 40x (ampliacién 100x o 400x) en busca de huevos de cestodos.
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Resultados

Se podran ver huevos de piojos y acaros, ademas de una variedad de acaros y piojos
del pelo.

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un
contenedor de objetos cortantes segun corresponda.
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POE 11: Tricogramal/extraccion de pelaje

Un tricograma es el examen del pelo extraido. Se usa principalmente para la deteccion de
acaros del pelo, pero también se puede usar para piojos. En situaciones en las que el raspado
de la piel es dificil (areas sensibles), la extraccién del pelaje se puede usar para recuperar
acaros de la piel, aunque es menor la sensibilidad en comparacion con los raspados de la
piel. El pelaje extraido se puede colocar en un portaobjetos y examinar con un microscopio
compuesto o se puede colocar en una placa de Petri y examinar con un microscopio de
diseccion (estereomicroscopio). El pelaje obtenido al afeitar areas para obtener raspados de
la piel también se puede ver mediante el método de la extraccion de pelaje.

Reactivos/materiales

e Extension y cubreobjetos
e Pinzas
¢ Aceite mineral/glicerina/aceite de parafina

Procedimiento

1. Use pinzas para extraer el pelaje. Extraiga en la direccion del crecimiento del pelaje.

Si es posible, apriete la piel antes de extraer el pelaje y durante la extraccion.

Se deben extraer 20 pelos como minimo (40 pelos 0 mas mejoran la sensibilidad).

Para ver con un microscopio compuesto, coloque pelo en un portaobjetos con una

gota de aceite mineral/glicerina/aceite de parafina y agregue un cubreobjetos.

5. Para ver con un estereomicroscopio, coloque pelo en una placa de Petri con una gota
de aceite mineral/glicerina/aceite de parafina.

6. Examine con poco aumento (objetivo 4x; ampliacion 100x).
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Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un
contenedor de objetos cortantes segun corresponda.
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POE 12: Raspado del piel en busca de acaros y cinta adhesiva

Los raspados de piel profundos se pueden usar para recoger Demodex spp. raspando en la
region de alopecia o Sarcoptes y Notoedres mediante el raspado de aproximadamente 1-2
cm de las presuntas papulas. Los raspados de piel superficial se pueden usar para acaros
del pelaje.

Los raspados de piel se deben realizar en las areas de preferencia y/o cerca de lesiones.
Normalmente, se recogen varios raspados para analizarlos.

Si no hay un microscopio disponible en la sala de exploracion o se realiza un raspado de piel
durante una consulta en el domicilio, se puede usar cinta adhesiva para preservar el raspado
de piel. Las muestras se deben analizar en busca de acaros y sus huevos en el plazo de los
3 dias posteriores a la extraccion.

Reactivos/materiales

o Portaobjetos y cubreobjetos

o Hoja de bisturi roma

¢ Aceite mineral/glicerina/aceite de parafina
¢ Cinta adhesiva transparente

Procedimiento

1. Si es necesario, afeite con cuidado el area que desea raspar.

2. Recoja los pelos para analizarlos (consulte el POE 12: Tricograma).

3. Coloque una gota de aceite mineral/glicerina/aceite de parafina en una hoja de bisturi
roma.

4. Si busca Demodex, pellizque con cuidado la piel con el pulgar y el indice antes de
raspar.

5. Raspe con cuidado la piel longitudinal y lateralmente con la hoja de bisturi roma hasta
que se observe un leve sangrado capilar.

6. Coloque el material recogido en un portaobjetos para su visualizacion inmediata.

7. Sino se puede realizar la visualizacion de inmediato, coloque el material recogido en
la hoja en el lado con adhesivo de un trozo de cinta adhesiva. Coloque el lado con
adhesivo hacia abajo en un portaobjetos.

8. Opcional: aplique una tira de cinta (de aproximadamente 2,5 cm de largo) firmemente
en la lesién que se raspo y retirela rapidamente. Coloque el lado con adhesivo hacia
abajo en un portaobjetos.

9. Examine con poco aumento (objetivo 4x y ampliacion 40x) y objetivo 10x y ampliacién
100x).

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un
contenedor de objetos cortantes segun corresponda.
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POE 13: Biopsia cutanea

Este método se usa para la deteccion e identificacion de microfilarias de nematodos del
género Onchocerca (p. €j., Onchocerca lupi) y Cercopithifilaria (p. €j., Cercopithifilaria bainae,
Cercopithifilaria sp. |l y Cercopithifilaria grassi) en la piel a través de la observacion del
sedimento.

Reactivos/materiales

¢ Punciones de biopsia (4 mm de diametro) o bisturies desechables
e Solucion salina (NaCl al 0,9%)

e Junta de goma para asegurar la membrana

o Portaobjetos de vidrio

e Cubreobjetos (10 x 10 mm)

e Microscopio 6ptico

e Azul de metileno (1%)

Procedimiento

1. Recoja muestras de piel con bisturies desechables (aproximadamente 0,5 x 0,5 x 0,6
cm) o punciones de biopsia (muestra de 4 mm de diametro).

2. Sumerja la muestra en solucion salina durante 10 min a 37 °C o durante 3 horas a

temperatura ambiente (aprox. 20 °C).

Retire la muestra de piel.

Centrifugue las muestras a 650 g durante 10 minutos.

Coloque dos gotas de sedimento en un portaobjetos de vidrio.

Agregue una gota de azul de metileno (1%).

Observe con un microscopio éptico con poco aumento (objetivo 10x; ampliacién 100x)

y con mucho aumento (objetivo 40x; ampliacion 400x) para confirmar la especie.

8. Identifique las microfilarias de acuerdo con su morfologia.
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Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.

Procedimientos de limpieza

Deseche todos los portaobjetos y cubreobjetos en un contenedor para objetos
cortantes.
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Otros procedimientos

POE 14: Examinacion en busca de acaros del oido

Los acaros del oido (Otodectes) se pueden ver macroscopica y microscopicamente. A
menudo, los acaros del oido se pueden ver al realizar un examen con un otoscopio, aunque
este método no es tan sensible como un examen de residuos 6ticos recogidos con un hisopo.
Los perros y gatos con infecciones con acaros del oido pueden tener infecciones bacterianas
secundarias. Estas infecciones pueden ser dolorosas y requerir que se coloque un bozal a un
perro antes del examen o que se administre un analgésico.

Reactivos/materiales

Otoscopio

Hisopo

Aceite mineral/aceite de parafina
Extension y cubreobjetos

Procedimiento (otoscopio)

1. Levante el pabellén auditivo.

2. Coloque con cuidado el espéculo en la abertura del canal auditivo.

3. Mientras mira a través del otoscopio, mueva lentamente el espéculo por el canal
auditivo vertical.

4. Observe si hay movimiento en la cera y los residuos o6ticos. Los Otodectes pueden
aparecer como puntos blancos en la cera oscura.

5. Si el oido esta especialmente lleno de residuos 6ticos, puede ser mejor usar un
espéculo mas ancho.

6. Los residuos o6ticos y la cera pueden llenar la punta del espéculo. Los residuos 6éticos
y la cera se pueden examinar como se describe a continuacion con un hisopo.

Procedimiento (hisopo)

1. Con la ayuda de un hisopo con punta de algodon recubierto ligeramente con aceite
mineral/aceite de parafina, quite los residuos 6ticos cerosos oscuros de ambos oidos.

2. Observe el hisopo para comprobar si hay movimiento. Si lo hay, lo mas probable es

que se deba a la presencia de acaros del oido.

Coloque 2 a 3 gotas de aceite mineral/aceite de parafina en un portaobjetos de vidrio.

Mezcle los residuos éticos recogidos del oido en el hisopo con el aceite.

Retire las particulas grandes de residuos 6ticos.

Coloque un cubreobjetos sobre el portaobjetos.

Examine con poco aumento (objetivo 4x y 10x, ampliacion 40x y 100x).
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Resultados

Con ambos procedimientos los acaros se pueden detectar por su movimiento. La
observacion con el microscopio confirma la identificacion y aumenta la sensibilidad del
método.
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Precauciones de seguridad

Use una bata de laboratorio y guantes desechables. Lavese las manos
minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza
Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos.
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POE 15: Demodicosis pustular

El raspado del pelaje a menudo es negativo cuando un perro tiene demodicosis pustular. Este
método puede aumentar la recuperacién y confirmaciéon de una infeccion en estas
circunstancias.

Reactivos/materiales

e Extension y cubreobjetos

Procedimiento

1. Apriete una o dos pustulas.

2. Recoja el material presionando un portaobjetos firmemente contra la piel.

3. Coloque un cubreobjetos sobre el portaobjetos.

4. Examine la preparacion con poco aumento (objetivo 10x, ampliacion 100x) y con
mucho aumento (objetivo 40x, ampliacion 400x).

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un contenedor
para objetos cortantes segun corresponda.
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POE 16: Sedimentacion de orina

La sedimentacion de orina se puede usar para identificar huevos de Dioctophyme renale y
Pearsonema plica (sindbnimo de Capillaria plica).

Reactivos/materiales

Extension y cubreobjetos

Tubo de centrifuga de 10-15 ml
Yoduro de lugol

Acido acético

Procedimiento
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Recoja una muestra de orina en un recipiente de plastico desechable.

Llene un tubo de 10 o 15 m con la muestra y centrifugue a 3000 rpm durante 10
minutos. Retire el sobrenadante.

Tome 1-2 gotas del sedimento en un portaobjetos de vidrio y agregue un cubreobjetos.
La muestra se puede mezclar con una gota de yoduro de lugol para agregar contraste.
Si la muestra se cubre con eritrocitos, se puede mezclar con 2 a 3 gotas de acido
acético.

Examine la preparacion con poco aumento (objetivo 10x, ampliacion 100x) y con
mucho aumento (objetivo 40x, ampliacion 400x).

Precauciones de seguridad

Utilice una bata de laboratorio y guantes desechables.
Lavese las manos minuciosamente una vez que haya terminado el procedimiento.

Procedimientos de limpieza

Deseche todo el equipo desechable en un cesto de desechos clinicos o un contenedor
para objetos cortantes segun corresponda.
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