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1. INTRODUCCION

1.1 SOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION (SES)

Las soluciones electrolizadas de superoxidacion (SES) son soluciones con efecto
desinfectante, esterilizante y antiséptico. Son fabricadas a partir de agua comun
(purificada a través de osmosis inversa) mas la adicion de NaCl grado reactivo. Esta
solucién se hace pasar a través una cdmara que cuenta con dos electrodos, uno positivo
(dnodo) y otro negativo (catodo), divididos por una membrana diafragmatica, y a la que se
le induce corriente eléctrica.®

Esto genera que el cloruro de sodio en el agua se disocie en cloro cargado negativamente,
asi como en sodio e hidrégeno cargados positivamente. Los iones hidroxilo y cloro son
absorbidos por el 4anodo, mientras liberan un electrén para transformarse en radicales. *
Los radicales cloro e hidroxilo se combinan formando acido hipocloroso (HCIO) que se
separa del danodo, mientras que en el lado del catodo cada sodio cargado positivamente
recibe un electron y se vuelve sodio metdlico; éste se combina con moléculas de agua

formando hidréxido de sodio y gas hidrégeno.*

Tras el proceso de electrélisis diafragmatica se obtienen dos soluciones: agua electrolizada
acida o agua electrolizada oxidante, generada en la camara del dnodo, y agua electrolizada
basica o agua electrolizada reducida, generada en la cdmara del cdtodo. Posteriormente,

estas dos soluciones pueden combinarse dando lugar al agua electrolizada neutra.’*®
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Debido a que se tiene H,0 y NaCl en la solucidn inicial, algunas de las especies que pueden
formarse se sefialan en las siguientes ecuaciones.

v Especies formadas por la separacion iénica del agua.

H,O+e = H®*+O0OH Ep=-293V

0O, +H,0+2e” = HO, + OH Eo =-0.076 V
2H"+2e" = H, Ep =0.00V

O,+ 2H" +2e” = H,0, Eo=+0.68V

O, +H,0+2e = 30H Eo=+0.88V

H 0+ 2H" +2e” = 2H,0 Eo=+177V

O3+2H " +2e” = 0, +H,0 Eo=+2.07V

OH*+e — OH Eo=+2.02V

Estos son algunos ejemplos de las semi-reacciones que pueden ocurrir, siendo notable

que la electrdlisis del agua produce iones H* e OH’, radicales H* e OH® y especies neutras
como Hy 0, HO, y O3

La adicion de cloruro de sodio (NaCl) conlleva a la formacion de intermediarios tanto en el
catodo como en el anodo, que a su vez son capaces de reaccionar con las especies
previamente formadas por la separacién iénica del agua, dando lugar a compuestos

altamente reactivos. Estas reacciones y sus productos son descritos por las siguientes
ecuaciones.>

v" Intermediarios formados en el catodo (reduccién)

Na*+e = Na® (metélico)

v" Intermediarios formados en el dnodo (oxidacién)
2Cl-2e° = (Cl,

v Especies formadas por la presencia de los intermediarios

ClOs; +H,0+2e — ClO3 +2OH Eor=+0.36V
ClO; +3H,0+6e — Cl +60H Eo=+0.62V
ClO"+H,0+2e — Cl +20H Eo=+0.89V
Clh+2e = 2CI° Eo=+1.36V

2ClO3 +12H'+10e” — 2Cl,+ 18 H,0 Eo=+1.47V
HCIO+H +e = % Cl+2H,0 Ep=+1.63V
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Al final de este proceso se realiza una concentracion controlada de volumenes obteniendo
la neutralidad del pH (6.4 a 7.5) ,un Potencial Oxido Reduccién (ORP) de 800-900 mV; el
cual relaciona la concentracién de oxidantes o reductores en una solucién, y su fuerza o
actividad, dando una idea de la capacidad oxidante o reductora de la misma.?*"®

El pH neutro y el ORP son caracteristicas que le confieren una mayor estabilidad frente a
condiciones ambientales con rangos de iones dentro de estdndares conocidos y
permitidos para fines terapéuticos.”

Asimismo se obtiene una solucidn incolora, insabora, con un ligero olor a cloro y con un
alto contenido de HCLO (acido hipocloroso), que es el responsable de la actividad
microbicida de estas soluciones. ®° Ademéas ha demostrado ser seguro, facil de manipular,
relativamente barato y ecoldgico.>*

Cabe mencionar que existen algunas diferencias entre las SES acidas y alcalinas obtenidas
en el proceso de electrolisis. Las SES acidas (pH 2-4) son agentes microbicidas activos
como resultado de la alta cantidad de cloro libre activo (CLA), el cual es superior a las 650
ppm>*: ademas tienen un rango variable de ORP, desafortunadamente, las SES acidas son
altamente corrosivas para los metales, por lo que se volvid poco practica para esterilizar
instrumental critico y especializado, ademds son muy inestables por lo que su vida en

anaquel es extremadamente corta (horas).le' 28

En contraste la concentracion de cloro libre activo (CLA) en las SES disminuye
dramaticamente conforme se incrementa el pH, desde la region acida (pH 2.5) hasta la
alcalina (pH > 9.0); no obstante, las SES alcalinas también mantienen propiedades
antimicrobianas aunque también son muy inestables y tal vez no sean tan eficaces como
las SES acidas.> >

Debido a estos inconvenientes, su campo de aplicacién se vio limitado a la desinfeccion de
algunas areas, pero a pesar de tales desventajas poseian una elevada capacidad
desinfectante e incluso son catalogadas como desinfectantes de alto nivel, motivo por el
cual se le dio continuidad a las investigaciones sobre el desarrollo de dichas soluciones y

surgieron las SES con pH neutro.™>*



1.1.2. Antecedentes Historicos

El cloro (hipoclorito de sodio, NaClO) fue utilizado por primera vez como desinfectante en
un hospital de Viena, por el Dr. Ignaz Semmelweis, en 1846. Su uso y aplicacion ha
evolucionado a través de la historia como germicida de alto nivel con efecto residual
importante. Sin embargo, este tipo de soluciones cloradas a base de hipoclorito,
presentan limitaciones importantes en su aplicacién como agentes antimicrobianos en la

terapéutica médica dado su poder oxidante y su toxicidad a nivel tisular. >*>?

Las soluciones electrolizadas, que incluyen en su formulacidn algunas especies de
hipoclorito, se desarrollaron en 1964 como resultado de investigaciones en la NASA para
esterilizar material recuperado del espacio.>

A partir de 1996 fueron descritas como soluciones electrolizadas de superoxidacién (SES),
confiriéndoles una alta capacidad desinfectante, y una completa atoxicidad.®®

En el afio 2003 una compaiiia de California (Oculus Innovative Sciences) logro, por primera
vez, mantener estable y activa un agua de superoxidacién de pH neutro (Microdacyn 60

MR) por mas de 18 meses.™**

En el 2004, una empresa norteamericana introdujo en México una nueva tecnologia
japonesa para la sintesis de agua electrolizada.> Esta ofrecia nuevas expectativas de
aplicaciéon en medicina dadas sus caracteristicas de pH neutro, estabilidad (hasta por mas
de 18 meses) y resultados de pruebas de bioseguridad en animales que demostraron
ausencia de irritacién en la piel, en heridas y globo ocular, ademds de ausencia de

toxicidad a la ingesta y en inyeccién intraperitoneal.”*>*

En nuestro pais se utilizdé por primera vez en tratamientos médicos junto con el desarrollo
de multiples investigaciones.™

Posteriormente, surgieron mas empresas en el pais (Esteripharma) con tecnologias
similares para sintetizar agua electrolizada®, algunas con el propésito de realizar proyectos
de investigacion cientifica e innovacidn tecnoldgica en conjunto con el CONACyT vy
diversas universidades del pais. Dado que el efecto germicida de la solucién SES ha sido
ampliamente documentado y avalado por COFEPRIS ", actualmente se estudian sus
efectos analgésicos, hemostaticos y de regeneracién tisular.



1.1.3. Usos como agente desinfectante y microbicida.

Durante los ultimos 20 afios, se ha demostrado la propiedad antimicrobiana de las SES
para diversos usos, sea como desinfectantes o antisépticos. Por ejemplo se han utilizado
como desinfectantes para instrumentos, areas y superficies inanimadas en hospitales.*” >*
Este método de descontaminacidn y esterilizacion ha cobrado importancia sobre todo en
el procesamiento de los equipos de endoscopia, a los que de alguna manera se les
atribuye parte del incremento de algunas infecciones cruzadas y contaminaciones

45,46

iatrogénicas .También se han recomendado para el lavado y la desinfeccion de manos

en personal médico. Ademas de ser de facil manejo en el almacenamiento, uso vy
desecho.”®®!

Las SES ejercen actividad microbicida contra distintas cepas de Escherichia coli,
Salmonella typhi, Salmonella enteritiditis, Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium
intracellulare, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter spp., Bacteroides
fragilis, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Enterococcus resistentes a
vancomicina, Haemophilus influenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus y Streptococcus pyogenes, in
vitro. Destruyen esporas de Bacillus athrophaeus (anteriormente B. subtilis) y B. cereus.”
31,39, 30, 38, 65, 6971 También ejercen actividad contra los virus de hepatitis B (VHB),
poliovirus, norovirus, asi como la infectividad del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-

1) en forma dependiente de tiempo y concentracién. *?

De acuerdo con la NMX-BB-040-SCFI-1993 (donde se establece el criterio para catalogar
una solucion como germicida; se requiere una disminucién en la concentracién del
microorganismo de 99,999 % en 30 segundos), los resultados reportados por laboratorios
de terceria de las pruebas in vitro realizadas con la SES contra algunas cepas bacterianas
son los siguientes: *°

Microorganismo Tiempo % de Reduccidn
S. aureus 30 segundos 99.999
P. aeruginosa 30 segundos 99.999
E. coli 30 segundos 99.999
C. albicans 30 segundos 99.999
K. pneumoniae 30 segundos 99.999
M. tuberculosis 5 minutos 99.999

Tabla 1. Efectividad de la SES sobre microorganismos que tienen relevancia respecto de la morbilidad y mortalidad del
pais.
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1.1.4. Uso como agente terapéutico

La literatura también ha descrito el uso de las SES para diversos problemas clinicos en
humanos, como lo son: procesos infecciosos en piel, tejidos y ulceras; en la irrigacion del
mediastino después de cirugia a corazén abierto; en el tratamiento de peritonitis; durante
el proceso de lubricacién, humectacion, desbridamiento y cicatrizacion de heridas®?, asi
como en quemaduras de segundo y tercer grado, en abscesos intraperitoneales; en
Ulceras de pie diabético (UPD); en ulceras varicosas; durante las etapas de preoperatorio,
transoperatorio y posoperatorio, en irrigacion supra y subgingival, en infecciones

. . . 1,2,48, 54
asociadas al catéter intravenoso entre otras.”” 85

1.1.5. Uso en el area Agroveterinaria y otras.

La efectividad de la SES abarca la desinfecciéon de alto nivel en instalaciones pecuarias e
industriales, esterilizacion en frio de equipo y material pecuario y alimenticio, antisepsia
para la salud animal, asi como profilactico para la limpieza de heridas, laceraciones en piel,
mucosas, dermatologia, otitis, conjuntivitis ; en el manejo pre, trans y postquirurgico; en
lavado peritoneal y profilaxis dental; en quemaduras, abscesos; en desinfeccion vy
conservacién de alimentos en el sector agroalimentario, en las areas avicola, acuicola,
porcina, equina, bovina y pequefias especies; investigacion en hortalizas y floricultura; y
efectividad de la solucién en rastros bovinos porcinos y avicolas. Por todo lo anterior la
SES es de gran utilidad ya que ha demostrado ser de accidon inmediata, de facil aplicacidn,
no causa dolor o molestia al animal y no irrita piel ni mucosas, ademds de ser inocua,
atoxicay biodegradable.”’ls’24

Asimismo se han realizado pruebas de utilizacién del agua electrolizada de superoxidacién
(SES) en animales de produccién y otras especies domésticas, que han mostrado efectos
interesantes sobre la fisiologia y sanidad de los animales. En granjas de cria de broilers
(pollos de engorde) se observd que utilizando una solucién ligeramente acida de agua
electrolizada como agua de bebida los animales con problemas intestinales (diarrea) se

restablecian en horas o en un dia como maximo. ®*®*

En un ensayo realizado en 27 explotaciones japonesas de vacas lecheras se observé que
los animales a los que se suministré agua electrolizada neutra como Unica fuente de agua
de bebida, en comparacidn con los que bebian agua del grifo, presentaron un aumento de
la produccién de leche, que oscilé entre un 18 y un 28 %, y una mejora notable de su
calidad. Ademas los animales presentaron un aumento de la vida productiva, mayor
fertilidad, reduccidn de los nacidos muertos, aumento notable del apetito, mejor



condicidon hepatica y digestion del alimento. Ademas, los terneros recién nacidos que

recibian agua neutra crecian mas deprisa y presentaban menos casos clinicos de diarrea.
12,64

También se ha constatado que el suministro de agua electrolizada neutra diluida al 3%
(acido hipocloroso, ORP 525 mV, pH 7,00) como agua de bebida para vacas lecheras en
produccidon repercute sobre la calidad microbiolégica de la leche, mejorando
notablemente la calidad higiénico-sanitaria de la misma > y produciendo un incremento
significativo de su contenido en grasa, proteina y extracto seco magro, mientras que la

. , . . . . 19 64
lactosa y el punto crioscépico se ven disminuidos. *°

1.1.6 Mecanismo de accion

El efecto bactericida del agua electrolizada se debe a su elevado potencial de oxido-

reduccién y a la existencia de iones activos, controlados y estables que le confieren un
. .. 1

amplio espectro de actividad.™

Su mecanismo de accidn se atribuye al efecto de oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) y
aminoacidos de la pared bacteriana, con lo que se afecta el proceso de respiracidon y
nutricion de los microorganismos, produciéndose oxidacion de los componentes
respiratorios e inhibicidn de la sintesis de proteinas por desnaturalizacién de las mismas,
rompimiento de las cadenas de ARN y represiéon en la sintesis de moléculas del

metabolismo celular, con disminucidn de la produccién de ATP (adenosin trifosfato).”*

Tal vez se podria sintetizar en tres pasos, primero actividad contra proteinas de la pared y
membrana celular o ambas, segundo accién sobre material genético y tercero accién
sobre enlaces de alta energia, siendo estos dos ultimos como de segundo término ya que
al lisar a la bacteria ninguno de estos tiene relevancia. *!

Gram (+) Gram (-)

Paptidoglicanc 4c, Teicaico
{Muareina) I

Lipopolisacarido

Poro /

PARED
CELULAR

MEMBRANA
EXTERNA

ESPACIO
MEMBRANA PERIPLASMICO

CITORLASMIC  Peptidoglicano = -

(Mureina)

MEMBRANA
CITOPLASMICA

ac, Lipoteicoico
Ilustracidn 2. Representacidn esquematica de la membrana celular bacteriana y la pared de Gram (+) a la
izquierda y Gram (-) a la derecha, nétese la diferencia en el espesor del peptidoglicano en ambas bacterias.
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Por lo que respecta a las propiedades viricidas, el agua electrolizada produce alteracion de
la cdpside, DNAsas y RNAsas viricas.®
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Virus desnudo Virus con enveltura

llustracidn 3. Representacion de la estructura de un virus desnudo y envuelto.

1.2 DIARREA EN CANINOS

Una de las enfermedades mas frecuentes que afectan a los perros es la diarrea, por lo que
cada afio mueren cientos de perros (sobre todo cachorros) en México. La diarrea es
definida como la emision de heces blandas o liquidas en mayor frecuencia y volumen,
puede ser acompafiada de sangre o moco, llevando a un cuadro de deshidratacién severa
por la reduccién de electrolitos en la sangre. ' El color negro de las heces se denomina
"melena" y se asocia con graves sangrados digestivos cerca del estémago. Por diarrea no
solo se debe entender la evacuacién de heces liquidas, sino los distintos grados de
ablandamiento que se pueden producir.18

La diarrea puede ser de repentina aparicién y de corta duracién, o también puede durar
semanas o meses, o aparecer de forma intermitente. Un solo ataque de diarrea en los
perros generalmente no es una causa de preocupacion, pero si persiste por mas de un dia,
puede conducir a la deshidratacién, y podria indicar un problema de salud subyacente, por
lo que debe ser revisado por un veterinario. Si la diarrea se combina con vémito, la
deshidratacion es mucha mas rapida y grave.”

La diarrea en cachorros y en razas pequeias es especialmente grave, ya que aun no han
adquirido la inmunidad necesaria para defenderse contra los diversos agentes que logren
atacar su organismo y tienden a deshidratarse muy rapidamente y sufrir dechoque
hipovolémico, frios e hipoglucemia, lo cual les puede causar la muerte de manera rapida. 2



Las diarreas pueden presentarse por multiples factores, ya sea como respuesta mecdnica,

o infecciosa (viral, parasitaria o bacteriana). Los agentes patoldgicos mas frecuentemente

. . . 4
asociados con la diarrea incluyen:

Bacterias: Dentro de las diarreas infecciosas bacterianas las mds comunes son
producidas por: Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Campylobacter spp.,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica y Salmonella spp, con excepcidon de la
Salmonella spp, las demas bacterias por lo general estan presentes como flora
normal intestinal y generalmente se multiplican por algiin desbalance digestivo o
por inmunosupresion. Las diarreas varian de heces de menor consistencia, o
blandas, a diarreas acuosas, mucosanguinolientas y en algunos casos con sangre
fresca.

Virus: La diarrea en los cachorros y jovenes es motivo de especial preocupacion,
porgue es a menudo el primer sintoma de algunas enfermedades virales graves y
potencialmente mortales como el Parvovirus, Coronavirus y el Virus del Distemper
Canino. Hace algunos afios el asesino N21 de los perros era el parvovirus, pero hoy
en dia es mucho menos comun, gracias al uso extenso de las vacunas. Las diarreas
pueden ser o no sanguinolentas segun el tipo de virus que actua.

Parasitos: Los pardsitos intestinales son una causa muy comun de diarrea en
perros. Hay muchos tipos de parasitos que pueden infestar a los perros, y la
diarrea es con frecuencia uno de los sintomas mds comunes de una infestacion
parasitaria, algunos de los pardsitos mas comunmente encontrados son:
Ancylostoma, Strongyloides spp. , Toxocara spp. y Trichuris vulpis.

Protozoos: Isospora, Criptosporidium , Giardia , Pentatrichomonas, Balantidiun coli
y Entamoeba histolytica

Algo muy importante a tomar en cuenta, es que muchos de estos agentes son

transmisibles al ser humano y algunos son incluso mortales. Todo perro con diarrea debe

ser aislado de inmediato y se debe impedir el contacto con nifios o personas con algun

tipo de trasplante, diabetes, cancer, SIDA etc.”® Lamentablemente no existe un

tratamiento en especifico que cure dicha patologia, y por lo cual recurrentemente solo se

cuenta con la administracion de antibidticos, medicinas caseras (agua de pipa y agua de

arroz con canela), cambio en la dieta, uso de suero oral, o el uso de sueros intravenosos o

intraperitoneales en caso de deshidratacién y vomito severo.®
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Por ello un examen de heces doble parasitolégico y bacterioldgico es indispensable,
ademas de la realizacién de un hemograma y quimica sanguinea.

Por todo lo anterior es necesario contar con un tratamiento que sea vital y al que se
recurra primeramente ante cualquier tipo de diarrea y que actué de manera inmediata,
por ello las soluciones electrolizadas de superoxidacién (SES) mezcladas con soluciones
intravenosas podrian ser un tratamiento alternativo para el control de diarreas en perros,
ya que este actuaria de forma rapida teniendo un efecto bactericida y/o viricida.

Por ello para llevar a cabo un tratamiento eficaz hacia la diarrea canina es necesario
realizar los estudios hematoldgicos correspondientes para evaluar los componentes de la
sangre al tratar a los perros con SES combinadas con soluciones intravenosas y comprobar
gue no exista alguna alteracién en las pruebas que componen un hemograma.

1.3 SANGRE

La sangre es un tejido conectivo, liquido que circula por capilares, venas y arterias. Su
coloracién rojiza es caracteristica por la presencia del pigmento hemoglobinico contenido
en los eritrocitos, es ligeramente alcalina (pH 7,4) y representa aproximadamente el 7%

del peso corporal del animal. 66,70

La sangre tiene una fase sdlida (elementos formes) que compone alrededor del 45%,
constituida por una suspensién de diferentes tipos de células (gldbulos rojos, leucocitos y
plaguetas), y una fase liquida compuesta por el 55%, representada por el plasma

sanguineo, que actla como la matriz extracelular del tejido.” >9

Todas las células sanguineas se encuentran en un numero y porcentaje mas o menos
constante, que puede variar segun la especie y la condicion fisiolégica o patoldgica del
animal.®

GLOBULO ROJO

PLASMA

|CAPILAR

GLOBULO BLANCO

PLAQUETA

llustracién 4. Componentes de la sangre
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1.3.1 Funciones de la sangre

e Conduce productos de la actividad metabdlica como el diéxido de carbono de los
tejidos hacia los pulmones.

e Permite que células y distintas sustancias (aminodcidos, lipidos y hormonas) sean
transportados entre tejidos y érganos.

e Transporta el oxigeno desde los pulmones al resto del organismo, vehiculizado por
la hemoglobina contenida en los glébulos rojos.

e Transporta el anhidrido carbdnico desde todas las células del cuerpo hasta los
pulmones.

e Transporta los nutrientes contenidos en el plasma sanguineo, como glucosa,
aminoacidos, lipidos y sales minerales desde el higado, procedentes del aparato
digestivo a todas las células del cuerpo.

e Transporta mensajeros quimicos, como las hormonas.

e Defiende el cuerpo de las infecciones, gracias a las células de defensa o globulo
blanco.

e Responde a las lesiones que producen inflamaciéon, por medio de tipos especiales
de leucocitos y otras células.

e Coagulacion de la sangre y hemostasia: Gracias a las plaquetas y a los factores de
coagulacion.

e Rechaza el trasplante de dérganos ajenos y alergias, como respuesta del sistema
inmunitario.

e Homeostasis en el transporte del liquido extracelular, es decir en el liquido

intravascular.® > 670

1.3.2 Plasma

El plasma es la porcion liquida de la sangre en la que estan inmersos los elementos
formes, es el mayor componente de la sangre, es salado y de color amarillo transparente,
y estd compuesto por un 90% de agua, 9% de proteinas (fibrinégeno, albuminas y
globulinas) y el 1% de sales inorgdnicas, compuestos nitrogenados, nutrientes, gases,

enzimas, hormonas, vitaminas y productos de desecho. & *°

Ademads de transportar las
células de la sangre, lleva los nutrientes y las sustancias de desecho recogidas de las

células.®®

Cuando se coagula la sangre y se consumen los factores de la coagulacién, la fraccidon

fluida que queda se denomina suero sanguineo.”®
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1.3.3. Elementos formes de la sangre

1.3.3.1 FEritrocitos

Los eritrocitos maduros de perros tienen una vida media de 120 dias, su tamafio es de
7um de didmetro, son células anucleadas, muestran una coloracién rojiza o rojizo-
anaranjada, tienen una forma discoidal bicdncava, presentan una palidez central
destacada; la cual se caracteriza por el area de coloracidn mas clara en el centro de la
célula; debida a una estrecha asociacion de las membranas y a una cantidad disminuida de
hemoglobina en la zona central del eritrocito.

Los eritrocitos tienen la funcion de transporte e intercambio de oxigeno y didxido de

.. . 7,62
carbono a los tejidos del organismo. ®>"°

"o O&Q% o'

o] 00

Ilustracién 5. Eritrocitos caninos. Destacan los numerosos eritrocitos anucleados cuya parte
central es clara, en el centro se observa un eosindfilo. Frotis de sangre canina; objetivo 100X.

1.3.3.2 Leucocitos

e Neutrofilos Segmentados. Son los leucocitos mds comunes en la sangre periférica de
todas las especies domesticas comunes (60-70% del total de leucocitos), tienen una
vida media en sangre de 6-8 horas.®® Cuentan normalmente un didmetro de 10 a 12
KM y poseen un solo nucleo con varias muescas que son el resultado de la divisién del
nucleo en multiples I6bulos. Normalmente, hay de 3 a 5 I6bulos o segmentos de color
purpura. El tipo de cromatina del nucleo consiste en dreas muy oscuras vy
condensadas entremezcladas con pequenas areas claras. El citoplasma se tife
ligeramente de azul o rosa segun el tipo y la calidad de la tincién utilizada ademas de
presentar una sutil eosinofilia (granulacién).”’
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Neutréfilos en Banda. Estas células aparecen en cantidades reducidas (0-3%). Su
nucleo no presenta lobulaciones y suele aparecer en forma de banda. Debido a que
los neutréfilos en banda son un estado de la diferenciacidon gradual hacia la forma de
neutréfilo segmentado, es posible que se observen ligeras muescas nucleares.”’

Los neutrofilos son la primera linea de defensa del organismo frente a las agresiones
por agentes bioldgicos o fisicos. Estas células se dirigen hacia el agente nocivo gracias
a la presencia en el plasma de sustancias quimiotacticas y participan en la destruccion
de dicho agente debido a la capacidad que tienen de fagocitar. Este proceso lo
realizan mediante la ingestién por fagocitosis del agente y la descarga sobre la
vacuola fagocitica de enzimas hidroliticas. Estas células pueden producir sustancias
como los leucotrienos, que participan en el inicio de la reaccién inflamatoria.
Igualmente, intervienen en la coagulacién, fibrindlisis, activacién de linfocitos y
citotoxicidad. Una vez realizada su funcién estas células mueren, contribuyendo a la
formacién del pus, integrado por neutréfilos muertos, bacterias y restos tisulares.®

llustracién 6. Neutrdfilo en banda (izquierda) y neutroéfilo segmentado
(derecha).Frotis de sangre canina; objetivo 100X.

Eosinodfilos. Representan aproximadamente el 2-4 % de los leucocitos totales en
animales sanos, tienen un tamafio de 10-14 um de didmetro y una vida media en
sangre de 24-35 horas.® Presentan un ntcleo bilobulado, el citoplasma se tifie de azul
palido y tiene multiples granulos rojizos o rojizo-anaranjados. La cantidad y las formas
de los granulos son muy diversas en la mayoria de las especies domesticas comunes.
Los granulos de eosindfilo de perro son redondos y muy viables en tamafio y niumero.
Asimismo, aparecen a menudo en el citoplasma multiples vacuolas de tamafios
variados.”’

La funcién de los eosindfilos es que Intervienen en procesos de alergia frente a

parasitos, en reacciones de hipersensibilidad y fagocitosis de complejos Ag-Ac. ®°?
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llustracién 7. Eosindfilo. Frotis de sangre canina; objetivo 100X.

Basodfilos. Aparecen raramente en sangre periférica de todas las especies domesticas
comunes (menos del 1% de los leucocitos), tienen unos 10 um de didmetro. >’
Citoplasma color purpura, nucleo elongado y lobulado (normalmente tiene forma de
S) y a veces, puede quedar oculto por la presencia de escasos granulos
citoplasmaticos pequenos, redondos y de color purpura. Los basdfilos estan
implicados en reacciones alérgicas e inflamatorias.®

llustracién 8. Basofilo. Frotis de sangre canina; objetivo 100X.

Monocitos. Estan ausentes o presentes en cantidades reducidas en la sangre
periférica (representan aproximadamente el 5% de los leucocitos), son muy similares
en todas las especies domesticas comunes. Tienen normalmente un diametro de 15-
20 um, el ndcleo es pleomorfico: ovales, alas de mariposa, forma de S y arrifionado.
La cromatina nuclear tiene un aspecto finamente granular o en forma de encaje con
solo unas pocas dreas de condensacidon. La cantidad moderada de citoplasma es
normalmente azul-gris y puede tener vacuolas multiples discretas de varios
tamafios.>’

Su funcidn es la fagocitosis (cuerpos extraifos, células neopldsicas, eritrocitos
anormales, hongos, etc.), se transforma en macréfago cuando migra a tejidos.
Ademas participa en las reacciones inmunoldgicas (presentacion de antigenos a
linfocitos y produccién de citoquinas que activan linfocitos Ty B). °
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[lustracion 9. Monocito. Frotis de sangre canina; objetivo 100X

Linfocito. Son el segundo tipo de célula mas comun en la sangre periférica de la
mayoria de las especies domésticas, suponen aproximadamente el 20-25% de los
leucocitos. Son células de unos 8-10 um de didametro, aunque también se diferencian
linfocitos grandes 15-18 um y medianos 12-15 um. Tienen un nucleo redondeado que
ocupa practicamente la totalidad de la célula y con gran cantidad de heterocromatina.
Su citoplasma apenas es perceptible y presenta algunos granulos azurdfilos.®

Dentro de los linfocitos T encontramos dos poblaciones: linfocitos T citotdxicos
cooperadores. Los citotoxicos actuan frente a las células tumorales y células
infectadas por virus. Los cooperadores modulan la respuesta inmune especifica
dependiendo de la naturaleza del agente frente al que actuen. Los linfocitos B se
diferencian a células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas. Parte de los
linfocitos T y B se diferencian a células de memoria, cuya funcién es producir
respuestas rapidas y de mas intensidad ante una segunda exposicién al antigeno.>’

T
?o 0So® ©

llustracién 10. Linfocito. Frotis de sangre canina; objetivo 100X
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1.3.3.3 Plaquetas

Conocidas también como trombocitos, son células pequefias, anucleadas, de forma
discoidal, que se tifien de azul claro y pueden tener multiples granos finos rosados o
purpureos en el citoplasma. Miden normalmente de 2-4um de didmetro y tienen una vida
media de 6-12 dias.”’

Favorecen la coagulaciéon sanguinea. Cuando las plaquetas contactan con el coldgeno
subendotelial, tras la rotura del endotelio, se activan y descargan el contenido de los
granulos, se adhieren a la pared (adhesién plaguetaria) y se adhieren entre si (agregacién
plaguetaria), resultando la formacidn del coagulo sanguineo por las interacciones entre
los factores tisulares, factores transportados por el plasma y factores derivados de las
plaguetas.®?

, (4
Al @ N

llustracidon 11. Plaquetas. Frotis de sangre canina; objetivo 100X.

1.4 HEMATOPOYESIS

Las células sanguineas tienen una vida media finita, pero en los animales sanos el nimero
de células en circulacidn se mantiene en un nivel constante. Para conseguirlo, las células
qgue se hallan en circulacidon necesitan ser repuestas constantemente, y ello se consigue
mediante la hematopoyesis la cual se define como el proceso mediante el cual se forman
las células de la sangre en la medula dsea, a partir de una célula madre pluripotencial o

stem cell.®?

A partir de dicha célula se originan diferentes fases de células progenitoras,
gue posteriormente, se diferencian en células de la serie eritrocitica, granulocitica,
megacariocitica y agranulocitica (monocitos y linfocitos). El resultado final de este proceso
es la emision de eritrocitos, leucocitos y de plaquetas al torrente sanguineo.>> >°

Los centros de produccidén en la medula dsea se conocen normalmente como lugares
medulares. En momentos de una mayor demanda, la produccién puede realizarse fuera
de la medula ésea en lugares como el bazo, el higado, y los ganglios linfaticos. Se trata de

los llamados lugares extramedulares.
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Para que la hematopoyesis ocurra se da lugar una serie de fendmenos concatenados que
se inician a nivel unicelular con la autoduplicacién, seguidos de diferenciacién vy
maduracién, culminando con la produccién de las células maduras que serdn liberadas a la
circulacién.*”>’

Se considera la diferenciacion como la secuencia de hechos genéticos que permiten a una
célula sintetizar productos especificos, los que le confieren potencialidad para
determinada funcién. La maduracion es la secuencia de fendmenos bioquimicos y
morfoldgicos iniciados por la diferenciacion y que confieren capacidad funcional a la
célula.®

La célula madre pluripotencial o stem cell es capaz de autoduplicarse, resultando en
células hijas que conservan la capacidad de la célula madre de dar origen a nuevos linajes
celulares. Las células hijas denominadas células progenitoras unipotenciales o
bipotenciales, tienen la informacidon genética que les permitird dar lugar a las células
precursoras o blastos y asi definirse hacia una serie celular. Esta serie de estados
secuenciales de la hematopoyesis, de pluripotencial a bipotencial o unipotencial, es
irreversible.”’

Las célula madre pluripotencial y la unipotencial son indistinguibles morfolégicamente y
se trata de células grandes de citoplasma escaso y baséfilo con una relacion
nucleo/citoplasma alta. En el nucleo aparece la cromatina dispersa y con nucléolos
prominentes. Las células precursoras o blastos son de menor tamafio y en ellas ya se
distinguen algunas caracteristicas morfoldgicas que caracterizan a los diferentes linajes. g
47

La célula madre da lugar a dos células hijas con linajes diferentes, el de las células
linfoides, que dan lugar a los linfocitos, y el de las células mieloides, que originan los
granulocitos (neutrdfilos, eosindéfilos y basoéfilos), glédbulos rojos (eritrocitos), monocitos y
plaquetas (trombocitos). (Imagen 12)*’

Las células sanguineas derivadas de las células pluripotenciales mieloides permanecen en
la medula ésea para completar su diferenciacién y maduracién, mientras que las células
progenitoras de los linfocitos T abandonan la medula dsea y se dirigen al timo, donde
proliferan y se diferencian. Los linfocitos B pueden formarse en lugares diversos como el
tejido linfoide asociado al intestino, bazo y medula dsea considerandose este ultimo lugar
como el mas importante.*”°

La hematopoyesis se encuentra regulada por citocinas y hormonas. Las citocinas actian
como factores de crecimiento sobre células madres, progenitoras y precursoras e inducen
mitosis y crecimiento. Entre las hormonas, la eritropoyetina actda en la proliferacion y
diferenciacion de los eritrocitos y la trombopoyetina en la de las plaquetas. °
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Ilustracién 12. Esquema de la produccién, diferenciacién y maduracion de las células hematopoyéticas
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2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la solucién electrolizada de superoxidacion (SES) con pH neutro
mezclada con sangre de perros, mediante la realizacién de una biometria hematica, para
determinar que no exista algin cambio hematolégico y poder proponerla como posible
tratamiento en sueros intravenosos.

2.1 OBIJETIVOS PARTICULARES

e Determinar ORP, pH y ppm de cloro de Solucién Salina Fisioldgica (SSF), Solucion
Hartmann, Solucién Glucosada al 5% y solucion electrolizada de superoxidacion
(SES) de pH neutro.

e Determinar ORP, pH y ppm de cloro de Solucién Salina Fisiolégica (SSF), Solucion
Hartmann, Solucién Glucosada al 5% combinada con solucién electrolizada de
superoxidacién (SES) de pH neutro.

e Evaluar el efecto de la SES en glébulos rojos (lisis, crenacidon, hemolisis y
morfologia).

e Determinar posibles alteraciones en la concentracion de hemoglobina, porcentaje
de hematocrito y en el volumen de sedimentacién globular.

e Determinar variaciones en la cuenta leucocitaria, eritrocitaria y plaquetaria.

e Mediante frotis sanguineo realizar cuenta diferencial y evaluar morfologia
leucocitaria y eritrocitaria.

e Realizar prueba de lisis a sangre de perro con Solucién Salina Fisioldgica (SSF),
Soluciéon Hartmann y Solucién Glucosada al 5% combinada con solucion
electrolizada de superoxidacion (SES) a diferentes diluciones.

e Determinar la actividad microbicida de la SES vs SSF contaminadas con un nimero
conocido de bacterias.

e Evaluar la presencia de endotoxinas en SES, SSF, SH, SG y en agua de grifo
mediante la prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL).
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3. JUSTIFICACION

Lamentablemente no existe en México una estadistica confiable que nos permita con
exactitud establecer los porcentajes de incidencia y mortalidad de perros que sufren
diarreas, las cuales, en algunas ocasiones, dependiendo de la gravedad de la enfermedad
es necesaria la hospitalizacion para seguir con el control adecuado de dicha patologia, lo
cual con lleva a que el duefio pague un elevado costo por la permanencia hospitalaria,
cuidados especiales y tratamiento, y/o en algunos casos la lamentablemente perdida de
la mascota.

Cabe mencionar que a nivel mundial no se cuenta con un tratamiento especifico para
dicha patologia, por ello es necesario contar con un tratamiento que sea vital y al que se
recurra primeramente ante cualquier tipo de diarrea y que actué de manera inmediata,
por ello las soluciones electrolizadas de superoxidacién (SES) de pH neutro mezclada con
soluciones intravenosas podrian ser un tratamiento alternativo para coadyuvar a la
recuperacion de la salud de la mascota ya que este actuaria de forma rapida teniendo un
efecto bactericida y/o viricida.

Por ello para llevar a cabo un tratamiento eficaz hacia la diarrea canina es necesario
realizar los estudios hematoldgicos correspondientes para evaluar los componentes de la
sangre, al tratar a los perros con solucion electrolizada de superoxidacién (SES) de pH
neutro combinada con soluciones intravenosas y asi comprobar que dicho tratamiento no
sea daiiino hacia las células sanguineas y componentes de la sangre.

4. HIPOTESIS

Si la solucidn electrolizada de superoxidacion (SES) de pH neutro mezclada con sangre de
perro in vitro no provoca cambios hematoldgicos y no pierde su capacidad microbicida,
entonces podria ser una alternativa de tratamiento para perros que requieran sueros
intravenosos.

20



5. MATERIALES

5.1 Material

Tubos de Wintrobe (PIREX®)

Portaobjetos de 25x75 mm (CORNING®)

Tubos capilares para hematocrito 75mm x 1.5 mm (LAUKA®)
Pipeta para gldbulos rojos (PROPPER)

Pipeta para gldbulos blancos (PROPPER TROPHY modelo 6982)
Cédmara de Neubauer (HAUSSER SCIENTIFIC®)

Tubos de ensaye (PIREX®)

Vasos de precipitados de 50 ml (PIREX®)

Pipeta de Salhi con manguera de succion(PROPPER TROPHY)
Pipeta graduada de 5ml (PIREX®)

Pipeta Pasteur( CORNING®modelo 7095B-5X)

Matraz Erlen Meyer de 250 ml (KIMAX ©)

Probeta graduada de 250 ml (KIMAX ®)

Escala segin Mc Farland

Tubos de ensaye con tapdn de rosca estériles de 13 x 100 (PYREX®)
Pipetas graduadas desechables estériles de 5y 10 ml)

Agitador para pipetas de thoma

Tubos al vacio tapdn morado (BD Vacutainer®)

Gradilla de sedimentacion

Pipetor (INTEGRA- PIPETBOY ©)

Gradillas

Puntas amarillas para micropipeta estériles

Mechero de Bunsen

Asas Bacterioldgicas

Placas de cultivo celular de 96 pocillos fondo plano con tapa (MICROTEST™)
Cajas Petri estériles desechables (S y M Laboratorios ®)

Gasas

Papel parafilm

Micropipeta de 100 pl ( BIOHIT Proline ®)

Contador mecanico para células (LAB- COUNT DENOMINATOR)
Vortex (Maxi-Mix Il Thermolyne)

Kit para la prueba de LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus) (ENDOSAFE®)

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVYVVVVVVVYYVYYVYY
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5.2 Reactivos

YVVVVVVVYVYYVY

Liquido de Thurk (CTR-SCIENTIFIC®)

Diluyente de Hayem (Fisher Scientific ®)

Agua destilada estéril

Colorante azul de cresilo brillante (Fisher Scientific ©)
Colorante de Wright (HYCEL®-REACTIVOS QUIMICOS)
Reactivo de Drabkin (Fisher Scientific ©)

Oxalato de amonio al 1%

Aceite de inmersion (ZEIZZ- Immersol®518N)

Alcohol al 70%

5.3 Soluciones

>

>
>
>

Solucién Electrolizada de Superoxidacién con pH neutro
(VeteriBac®mascotas)(SES)

Solucién Salina Fisioldgica 0.9% (PISA®)(SSF)

Solucién Glucosada al 5% (PISA®)(SG)

Solucién de Hartmann (PISA®)(SH)

5.4 Equipo

VVVVVVVVYY

Espectrofotometro (COLEMAN-JUNIOR® Il modelo 620)

Centrifuga (SOLVAT®)

Microscopio dptico (ZEIZZ modelo Axion Lab Al)

Campana de Flujo Laminar Horizontal (ORGOS®)

Estufa bacterioldgica (RIOSSA®)

Refrigerador (Pfizer®)

Autoclave

Equipo Free and Total Chlorine ISM HI 96771C (HANNA Instruments)
pH-metro (pH/ORP & Temperature Meter HANNA instruments)
Modelo HI 98121

5. 5 Material biolégico

>
>
>

E. coli ATCC 11229
Staphylococcus aureus ATCC6538
Sangre de perros sanos
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6. Metodologia

6.1 Diagrama General de Trabajo

SES de pH neutro (VeteriBac® mascotas

solucién antiséptica) No, Lote VA0913A01 Muestras de sangre de perros sanos

v v l
Evaluacién Actividad Determinacién v v
Fisicoquimica microbicida de endotoxinas Prueba de Biometria Biometria Hemética
lisis a Hemdtica en sangre tratada
diferentes en sangre con SG, SSFy SH, c/u
y \ A4 diluciones no tratada diluida con SES de pH
Determinacion de Realizar un reto Realizar la neutro
pH, ppm de cloroy bacteriano con prueba de LAL a
ORP de cada SESvsE. coliy SES, SSF, SH, SG y
solucidony de la Staphylococcus a agua de grifo
mezcla. aureus
o
'L SES de pH neutro ] v

Cuenta de eritrocitos, Cuenta de
leucocitos, Cuenta de plaquetas,
Hematocrito, Hemoglobina, Cuenta

» SG +SES

A

diferencial de leucocitos.

»  SH+SES

[ Recopilacién de datos ]

» SSF+ SES <

HRERE

Acotaciones
LAL Lisado de Amebaocitos de Limulus
SES  Solucidn Electrolizada de Superoxidacion
SSF  Solucidn Salina Fisioldgica
SH Solucién Hartman
SG Solucion Glucosada
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6.2 Determinacion de pH y ORP de SSF, SH y SG con SES

Se prepararon una serie de diluciones dobles seriadas de la solucién en estudio en un
vaso de precipitados.

1:2,1:4,1:8,1:16 y 1:32

1. Se agregaron 25ml de SSF estéril en todos los vasos de precipitados (5)

2. Posteriormente se agregaron 25ml de SES de pH neutro al vaso de precipitados no.
1.

3. A partir del vaso no. 1 se tomaron 25ml de la dilucién, transfiriendo al vaso no. 2, se
mezclé y se realizd sucesivamente lo mismo en los siguientes vasos de precipitados
hasta el no. 5, en donde se desecharon los ultimos 25 ml.

4, Se colocd cada vaso de precipitados con 50 ml de la solucién problema en un
agitador magnético y se sumergié el pH-metro dentro de la solucién de tal forma
que los electrodos de vidrio estuvieran completamente cubiertos por la solucidn.

5. Con la solucidon en movimiento se espero el tiempo determinado para que la lectura
de ORP se estabilizara.

6. Posteriormente se obtuvo la lectura de pH.

7. Terminada la lectura se enjuagaron los electrodos de vidrio con agua desionizada y
se sacudieron con precaucion para eliminar cualquier resto de liquido.

8. Se procedio a realizar el mismo procedimiento con Sol. Hartmann y Sol. Glucosada al
5% cada una mas SES de pH neutro.

NOTA: Se realizé la determinacidon de ORP y pH de cada solucién (SSF, SH, SG y SES
de pH neutro), asi como de las diferentes diluciones realizadas con SES.

Se realizaron las lecturas de ORP y pH por triplicado para obtener una mayor
confiabilidad estadistica en los resultados.
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6.3 Determinacion de ppm de cloro total en SSF, SH y SG con SES.

Se utilizé el Equipo Free and Total Chlorine ISM HI 96771C (HANNA Instruments), para
la determinacion de ppm de cloro total.

1.

Se colocd el estandar cero (CAL CHECK ZERO(A)), en el porta celdas del
instrumento. Después de unos segundos se mostro el valor del estandar; el cual fue
de “-0.0-“, lo cual indicé que el medidor esta en ceroy listo para la validacién.

. Posteriormente se colocd en el porta celdas el estandar CAL CHECK CHLORINE LR Y

CHLORINE UHR(B) para empezar la medicion, al final de ésta se mostro el valor del
estandar de validacion; la lectura debe estar dentro de las especificaciones
reportadas en el certificado del estandar.

. Se procedié a agregar 10ml de la solucién problema en el recipiente recolector.
. A continuacién se adiciond el contenido de los sobres Chlorine ULTRA HR Reagent A

y Chlorine ULTRA HR Reagent B.

. Se homogenizé perfectamente y se colocé el recipiente recolector en el porta celdas

del instrumento. Después de unos segundos se mostrd el valor de la solucion
problema.

NOTA: Se realizé la determinacion de ppm de cloro total de cada solucién (SSF, SH,
SG y SES de pH neutro), asi como de las diferentes diluciones realizadas con SES.

Se realizaron las lecturas de ppm por triplicado para obtener una mayor
confiabilidad estadistica en los resultados.
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6.4 Reto microbiano

Todo el procedimiento se realizd en condiciones de esterilidad, incluyendo el material
utilizado.

6.4.1 Preparacion de la suspensién de los microorganismos de prueba

1. Se tomd un inoculo de cada microorganismo de prueba (E. coli ATCC 1129 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538) cada uno se deposité en un tubo de ensayo con
9ml de solucidn salina fisioldgica estéril, se mezclé perfectamente en un vértex y
estandarizé al 7.0 de la escala de Mc Farland.

2. Posteriormente se centrifugd cada tubo estandarizado a 4,500 rpm /15 minutos. Se
desecharon 6ml del sobrenadante y los 3ml restantes se mezclaron con ayuda de un
vortex.

6.4.2 Determinacion de la cuenta viable inicial

1. Se agregaron 99 ml de solucidn salina fisioldgica estéril a dos matraz Erlenmeyer, se
tapo con papel parafilm y rotuld cada matraz como: E. coli y Staphylococcus aureus.
2. Se transfirido 1ml de la suspensidn de los microorganismos de prueba a cada matraz
Erlenmeyer, se agitd perfectamente y se efectuaron las siguientes diluciones
decimales:
10%,102,10% 10*y 10"
3. Se colocd en cajas Petri estériles, por duplicado 100ul de las diluciones:
103,10 %y 107
4. Posteriormente se agregaron (15-18 ml) a cada placa de agar para métodos
estandar, se homogenizé y dejé solidificar para incubar durante 48 hrs a 37°C.
5. Contar las UFC contenidas en cada una de las cajas, en una cuenta colonias.

6.4.3 Inoculacion de la muestra

1. Para cada uno de los microorganismos de prueba se adicionaron 99 ml de SES a dos
matraz Erlenmeyer.

2. Se transfirié 1ml de la suspensién de los microorganismos de prueba a cada matraz,
se agité perfectamente durante 30 segundos exactos.

3. Seguidamente se tomo 1 ml de la misma y se agregd a un tubo de ensayo
conteniendo 9 ml de solucién de paro (Dilucién 10™).

26



4. A partir de la solucién de paro (10) se continuaron haciendo dos diluciones mas

con Solucidn Salina Fisioldgica Estéril hasta obtener las siguientes:
10y 10°

. Posteriormente se transfiri6 por duplicado 100ul de cada dilucién a cajas Petri

estériles y se agregd medio agar para métodos estandar, se homogenizé y dejd
solidificar para incubar durante 48 hrs a 37°C.

. Contar las UFC contenidas en cada una de las cajas, en una cuenta colonias.

6.4.4 Expresion de resultados

. Determinacidn del porcentaje de reduccién

Promediar los resultados de las placas de la cuenta viable inicial y de las células
sobrevivientes y calcular el % de reduccién mediante la siguiente formula:

SX 100
cV.

% de reduccién= 100 —

Donde: S = células sobrevivientes UFC/ml
C.V. = cuenta viable inicial

6.5 Determinacion de pH y ORP de cada solucidn.

1.

Se agregaron 30 ml de Sol. Hartmann, Sol. Glucosada al 5%, Solucién Salina
Fisiolégica (SSF) y Solucion Electrolizada de Superoxidacion (SES) de pH neutro
(VeteriBac® mascotas) por separado en un vaso de precipitados de 50 ml.

. Se colocd el vaso de precipitados en un agitador magnético y se sumergié el pH-

metro dentro de la solucién de tal forma que los electrodos de vidrio estuvieran
completamente cubiertos por la solucion.

. Con la soluciéon en movimiento se espero un tiempo determinado para que la lectura

de ORP se estabilice.

4. Posteriormente se obtuvo la lectura de pH.
. Terminada la lectura enjuagaron los electrodos de vidrio con agua destilada y se

sacudieron con precaucion para eliminar cualquier resto de liquido.

. Continuar con la lectura de la solucidn siguiente.

NOTA: Se realizaron las lecturas de ORP y pH por triplicado de cada solucion para
obtener una mayor confiabilidad estadistica en los resultados.
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6.6 Recoleccion de muestras de sangre de perro

Las 30 muestras de sangre fueron proporcionadas por el Hospital de Pequeiias Especies
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn Campo 4, las cuales fueron extraidas
de diferentes razas de perros, entre diversas edades y pesos. Las muestras fueron
recolectadas en tubos al vacio con EDTA (acido etilendiaminotetraacético), con
ausencia de hemolisis y sin formacién de coagulo.

Cabe mencionar que las muestras fueron transportadas en un contenedor especial y
trasladadas al laboratorio, en donde fueron procesadas de tal forma que no pasara mas
de 1 dia de haberse recolectado.

6.7 Prueba de lisis en placa

Se prepararon series de diluciones dobles seriadas de la solucion en estudio en una
placa de 96 pozos fondo plano:

1:2,1:4,1:8,1:16,1:32y 1:64
6.7.1 Preparacion de SSF + SES

1. Se adicionaron 150 pl de SSF estéril de la columna 2-8, fila “A”.

2. Después se adicionaron 150 pl de SES en la columna 1y 2 fila “A”.

3. A partir de la columna 2 se tomaron 150 ul de la dilucidn, transfiriendo a la columna
3, se mezcld y se realizé sucesivamente lo mismo en las siguientes columnas hasta la
columna 7, en donde se desecharon los ultimos 150 pl.

4. Posteriormente se adicionaron 150 ul de sangre de la columna 1-8.

5. A partir de que se adiciond la sangre dejar reposar la placa en el refrigerador
durante 2 horas como maximo.

6. Al cabo de este tiempo realizar las lecturas visuales y determinar que dilucién es la
apropiada en donde no hay efecto litico.

6.7.2 Preparacién de Sol. Hartmann + SES

1. Se adicionaron 150 ul de Sol. Hartmann en la columna 2-8, fila “H”.
2. Después se adicionaron 150 pl de SES en la columna 1y 2 fila “H”.

NOTA: A partir del paso 3 al 6 se sigue de la misma manera antes descrita.
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6.7.3 Preparacion de Sol. Glucosada al 5% + SES

1. Se adicionaron 150 ul de Sol. Glucosada al 5% en la columna 12, de la fila “B” a la
“H”.

2. Después se adicionaron 150 pl de SES en la columna 12, fila “A” y “B”.

3. A partir de la fila “B” se tomaron 150 ul de la dilucién, transfiriendo a la fila, “C” se
mezcld y se realizd sucesivamente lo mismo en las siguientes filas hasta la fila “G”,
en donde se desecharon los ultimos 150 pl.

4. Posteriormente se adicionaron 150 pl de sangre de la fila “A” a la “H”.

NOTA: A partir del paso 5 y 6 se sigue de la misma manera antes descrita.

6.8 Preparacion de diluciones con Solucién Salina Fisiolégica 0.9%, Solucién
Hartmann y Solucion Glucosada al 5% mas SES con pH neutro.

Se prepararon 100 ml de cada una de las soluciones con dilucidon 1:8 de la siguiente
manera:

1. Se realizaron las diluciones en la Campana de Flujo Laminar Horizontal para tener un
ambiente estéril y no contaminar las soluciones de trabajo.

2. Se agregaron 87.5 ml de SSF, Sol. Hartmann y Sol. Glucosada al 5%, y 12.5 ml de
SES con pH neutro en tubos cénicos estériles de 50 ml.

3. Posteriormente se procedieron a homogenizar perfectamente las soluciones
mediante inversion de los tubos cénicos para finalmente sellarlos con papel
parafilm.

4. Guardar en refrigeraciéona 4 °C.

6.9 Biometria Hematica

Primeramente cada muestra de sangre se raciond en dos partes iguales para poder
realizar la Biometria Hematica con sangre no tratada y tratada con SES de pH neutro.
Las muestras de sangre no tratadas se procesaron de manera comun; pero; las
muestras tratadas fueron sometidas a una dilucién con SSF mas SES de pH neutro (a
partir de la solucidn preparada en el apartado 6.8), posteriormente se continuo con el
procedimiento comun de cada técnica, y finalmente se multiplico el resultado obtenido
por la dilucién realizada con SSF mas SES.
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NOTA: Los volumenes de sangre en cada muestra fueron distintos, por lo que se
realizaron diferentes diluciones con SES y SSF.

La Biometria Hematica incluye los siguientes componentes: Cuenta de eritrocitos,
Hematocrito, Hemoglobina, Cuenta de leucocitos, Recuento diferencial de leucocitos y
Cuenta de plaquetas.

6.9.1 Cuenta de eritrocitos

1. Con la boquilla y la pipeta de Thoma para glébulos rojos se aspird sangre hasta la
marca 0.5, evitando la formacién de burbujas.

2. Con una gasa se limpid el exceso de sangre de la parte externa de la pipeta.

3. Posteriormente se aspird el diluyente de Hayem hasta la marca 101 de la pipeta,
evitando la formacién de burbujas. Se genera una dilucién de la muestra de 1:200.

4, Se sellaron los extremos de la pipeta con papel parafilm y se mezcld el contenido de
la pipeta durante 1 minuto en el agitador para pipetas de Thoma.

5. Después se desecharon las 4 o 5 primeras gotas de la pipeta.

6. Se colocé el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer y se llend por capilaridad.

7. Se dejé en reposo 1 o 2 minutos con el fin de que los eritrocitos sedimentaran,
seguidamente se colocd la camara de Neubauer bajo el objetivo seco débil (10X) y
enseguida enfocar con seco fuerte (40X).

8. El recuento se realizé6 en los cuadros mas pequefios de la camara, contando los
hematies localizados en los 4 cuadros de los extremos y en el del centro, haciendo
un total de 5 cuadros. (Ver ilustracion 13)

9. Finalmente se realizaron los calculos correspondientes para determinar la cantidad
de eritrocitos presentes:

Eritrocitos contabilizados X 10,000 = Numero de eritrocitos/ mm3

Ilustracion 13. Cuadrantes de la cdmara de
Neubauer (marcados en rojo) donde se
realiza el conteo de glébulos rojos.
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6.9.2 Hematocrito

1. Se llend un capilar de 75 mm hasta % partes por capilaridad con sangre
perfectamente homogeneizada.

2. Posteriormente, se selld a la llama del mechero la punta del tubo capilar, evitando
guemar el paquete globular.

3. Se centrifugo el capilar durante 5 min. a 10,000 rpm

4. Una vez terminada la centrifugacion se observaron tres segmentos del capilar
claramente diferenciados (Ver ilustracién 14):

v’ La parte superior, de un color amarillento, pertenecié al plasma.
v" En la interface, de color blanco, correspondié a las plaquetas y leucocitos.
v’ La parte inferior, de un color rojo oscuro, pertenecié a los glébulos rojos.

5. Finalmente con una regla se midi6 en mm el volumen total de glébulos rojos vy el
volumen total de plasma mas globulos rojos, y asi utilizar la siguiente féormula:

e de h - Volumen de eritrocitos (mm) X 100
0 (€ NEMALOCTOy S lumen total de plasma + globulos rojos (mm)

Plasma

llustracion 14. Segmentos obtenidos en
- Plaquetas y leucocitos capilar después de la centrifugacion en
la prueba de hematocrito.

Glébulos rojos
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6.9.3 Hemoglobina: Método de la cianometahemoglobina

Para la determinacién de hemoglobina se utilizé el espectrofotémetro COLEMAN-
JUNIOR® Il modelo 620.

1. Primeramente se prendio el espectrofotometro para que alcanzara la temperatura
adecuada para su funcionamiento.

2. Se dispensaron exactamente 5ml de reactivo de Drabkin en 2 tubos de ensayo,
rotulados uno como Blanco (B) y el otro como Problema (P).

3. Posteriormente se homogenizé perfectamente la muestra sanguinea.

4. Se procedid a aspirar exactamente 20 pL (0.02 ml) de sangre con la pipeta de Salhi, y
con una gasa se limpio el exceso de sangre de la parte externa de la pipeta.

5. Se introdujo la pipeta hasta el fondo del tubo de ensayo con reactivo de Drabkin
para depositar la sangre, asi mismo se procuro lavar las paredes internas de la
pipeta mediante aspiraciones y expulsiones consecutivas de reactivo evitando la
formacion de burbujas.

Se tapo el tubo con papel parafilm y homogenizo la preparacién en un vértex.

7. A continuacién se incubo 3 minutos a temperatura ambiente.

8. Después se transfirié la solucién a las celdas del espectrofotdmetro para su lectura
la cual se realizé de la siguiente manera:

b. Se selecciono el haz de luz a 540 nm.

c. Sesituo en una celda de lectura el reactivo del tubo “Blanco” y ajusto el aparato a
“0” de absorbancia.

d. En otra celda se colocd el reactivo con la muestra “problema” y se procedié a leer
la absorbancia obtenida.

9. Finalmente se calculd la concentracion de hemoglobina utilizando la siguiente
formula:

Concentracién de Hemoglobina en mg/dl = Absorbancia problema x 36.8

Nota. Se usa el factor 36.8 (que resulta de considerar el coeficiente de extincidén de la molécula)
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6.9.4 Cuenta de leucocitos

1. Con la boquilla y la pipeta de Thoma para glébulos blancos se aspird sangre hasta la
marca 0.5, evitando la formacién de burbujas.

2. Se limpid cuidadosamente con una gasa el exceso de sangre de la parte externa de
la pipeta.

3. Posteriormente se aspiré el reactivo de Turk hasta la marca 11 de la pipeta, evitando
la formacién de burbujas. Con ello se genera una dilucién 1:20

4. Se sellaron los extremos de la pipeta con papel parafilm y se mezclé el contenido

durante 1 minuto en el agitador para pipetas de Thoma.

Se procedid a desechar las 4 0 5 primeras gotas de la pipeta.

Se colocd el cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer y se llend por capilaridad.

Seguidamente se dejé en reposo 1 o 2 minutos para que se asentaran los leucocitos.

© N o U

Se contaron las células con el objetivo 10X en las cuatro cuadriculas primarias (Ver
ilustracién 15).

9. Finalmente se realizaron los calculos correspondientes como se indica:
Leucocitos contabilizados X 50 = Numero de leucocitos/ mms

| |
L L

-
—

Ilustracidn 15. Cuadrantes primarios de la cdmara de Neubauer (sefialados con letra "L" en morado) donde se realiza en
conteo de glébulos blancos.
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6.9.5 Recuento diferencial de leucocitos

1. Empleando una pipeta Pasteur, se depositd una pequefia gota de sangre en el
extremo de un portaobjetos totalmente limpio.

2. Con el borde de otro portaobjetos a 20 o 30 grados se tocd la gota y espero a que la
sangre se distribuyera por capilaridad en el extremo del portaobjetos extensor y se
deslizo suave y firme sobre el otro portaobjetos, en sentido longitudinal hasta que la
gota quedara bien extendida sobre la superficie del primer portaobjetos.

3. Se dejé secar el frotis para posteriormente teiiirlo el de la siguiente manera:

a. Se cubrié el frotis totalmente con colorante de Wright durante 7 minutos,
cuidando que el colorante no secara.

b. Sin tirar el colorante se agrego agua destilada hasta la formacion de una pelicula
metalica y se dejo actuar durante 15 minutos.

c. Posteriormente se enjuago con agua corriente y dejo secar.

4, Después se agrego una gota de aceite de inmersidn y se observo al microscopio con
el objetivo de 100x.

5. A continuacién se realizé un recuento de 100 células blancas con ayuda de un
contador mecanico.

6. Se evalué la morfologia de eritrocitos, leucocitos y plaquetas para reportar
anormalidades.

7. Finalmente se obtuvo el porcentaje de células observadas.

» Ot

Monocito Linfocito Neutroéfilo Eosindéfilo Basdfilo

. '.'. ?‘
S '3-;[{;:!& &
w p. - P

Macrofago Eritrocito Plaquetas

llustracién 16. Células sanguineas encontradas dentro de un frotis sanguineo.
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6.9.6 Cuenta de plaquetas

1. Con la boquilla y la pipeta de Thoma para glébulos rojos se aspird sangre hasta la
marca de 1.0, evitando la formacién de burbujas.

2. Se limpid cuidadosamente con una gasa el exceso de sangre de la parte externa de
la pipeta.

3. Se procedid a aspirar oxalato de amonio al 1% hasta la marca 101 de la pipeta,
evitando la formacién de burbujas.

4. A continuacion se sellaron los extremos de la pipeta con papel parafilm para mezclar
el contenido durante 1 minuto en el agitador para pipetas de Thoma.

5. Se desecharon las 4 o 5 primeras gotas de la pipeta.

6. Se coloco el cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer y se llené por capilaridad,
evitando llenar en exceso o formacién de burbujas.

7. Posteriormente se colocd la cdmara de Neubauer ya cargada en el interior de una
caja de Petri, con papel filtro humedecido en agua para evitar la evaporacién y se
dejo en reposo de 10 a 15 minutos.

8. Se observd al microscopio con el objetivo 40X ubicando la cuadricula central (Ver
ilustracion 17). Las plaguetas se observan mas pequenas que los hematies,
redondas, alargadas u ovales, altamente refringentes

9. Finalmente se realizaron los calculos correspondientes como se indica:

No. De plaquetas /pl= No de plaquetas contadas X factor de dilucién (100) X factor de correccién de volumen
(10)= No de plaquetas contadas X 1000.

llustracién 17. Cuadrantes de la

camara de Neubauer (marcados
| en amarillo) donde se realiza el

conteo plaquetario.
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6.10 Prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) por el método
Gel-Clot.

1. Se realizd la prueba a las siguientes soluciones:

SES dilucién 1:8 (triplicado)

SES concentrada

SSF (Solucién Salina Fisioldgica)

SH (Solucion Hartmann)

SG (Solucion Glucosada)

Agua de grifo

Control positivo (amebocitos con agua inyectable y endotoxina)

YV VY VYV YVYVYY

Control negativo (amebocitos suspendidos en agua inyectable)

2. Se agregod a cada tubo de 10 x 75 mm (libre de pirégenos) 100 pl de cada solucion a
evaluar.

3. Posteriormente se agregaron 100 ul de amebocitos en suspension.

4, Se procedid a mezclar ligeramente de tal forma que no hubiera apariciéon de
burbujas.

5. Para el control positivo se agregaron 100 pl de amebocitos y 100 ul de endotoxina
(E. coli O 055).

6. Para el control negativo se agregaron 100 pl de amebocitos y 100 pl de agua
inyectable.

7. Se mezclaron ambos controles cuidadosamente, para que no hubiera aparicion de
burbujas y no se lisaran los amebocitos.

8. Finalmente se llevd la serie de tubos perfectamente tapados a la estufa y se
incubaron por un periodo de 1 hora a 37°C.

9. Al cabo de ese tiempo se procedid a la lectura cualitativa, inclinando el tubo para
observar lo siguiente:

» Formacion de un gel solido indica presencia de endotoxinas.
» Ausencia de gel solido indica inexistencia de endotoxinas.
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7. Resultados

7.1 Determinacion de pH, ORP y ppm de SSF, SG, SH y SES.

pH

g ).

6 e
T 4
o

2

0

SSF SOL.GLUCOSADA SOL.HARTMANN SES

anfunPh 5.92 4.07 6.5 7.27

Grafico 1.Determinacion de pH de cada solucidn. Nétese que el pH de la SES (estrella roja) comparada con las
otras soluciones llega a la neutralidad.

ORP

1000 A
800
600
400
200

0

ORP (mV)

SSF SOL.GLUCOSADA SOL.HARTMANN SES
@=gu==ORP 655 453 637 823

Grafico 2. Determinacion de ORP en SSF, SG, SH y SES. Obsérvese que el ORP de la SES (estrella roja) tiene mayor

poder oxidativo que las otras soluciones.

ppm
T 30 x
&
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E 10
(X
O 4_
SSF SOL.GLUCOSADA SOL.HARTMANN SES
@sgmmppm 1 0 0 25

Grafico 3. Determinacion de ppm de cloro en SSF, SG, SH y SES. Nétese que las ppm de la SES (estrella roja) comparada
con las demds soluciones es elevada.
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7.2 Determinacion de ORP, pH y ppm de SSF con SES.

Determinacion de ORP en SSF con SES

1000 *
__ 800 7.—.—_;__.¢
T 600
E 400
° 200
0 SSF Diluciéon Dilucién
concentrada Dilucion 1:2 | Dilucién 1:4 | Dilucién 1:8 116 132
@=gum ORP 655 831 824 812 801 729

Grafico 4.Determinacion de ORP de SSF con SES a diferentes diluciones. Obsérvese que en la dilucion 1:8 (estrella roja)
se obtiene un ORP de 812, con ello se busca mantener un equilibrio no litico y microbicida.

Determinacion de ph en SSF con SES

g X

6 %
< 4

2

0 SSF

Dilucidn 1:2 | Dilucién 1:4 | Dilucidn 1:8 | Dilucion 1:16 | Dilucién 1:32
concentrada

esgumph 5.92 7.19 7.2 7.1 7.07 7

Grafico 5.Determinacion de pH de SSF con SES a diferentes diluciones. Obsérvese que con la dilucion 1:8 (estrella roja)
aun se mantiene el pH neutro.

Determinacion de ppm en SSF con SES

_ 15

—

?o

£ 10

g

2 5

0
Dilucion 1:2 Dilucién 1:4 Dilucién 1:8 Dilucién 1:16 | Dilucion 1:32

ep=mppm (mg/L) 14 8 4 2 0

Grafico 6. Determinacidén de ppm de cloro total en SSF con SES a distintas diluciones.
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7.3 Determinacion de ORP, pH y ppm de SH con SES.

Determinacion de ORP en SH con SES

1000
. 800 #\
>
E 600 *
% 400

200

0
Sol.
Hartmann Dilucién 1:2 | Dilucién 1:4 | Dilucion 1:8 | Dilucién 1:16 | Dilucion 1:32
concentrada

@=gus ORP 637 846 821 830 758 613

Grafico 7. Determinacidn de ORP de SH con SES a diferentes diluciones. Nétese que con la dilucion 1:8 aumenta el ORP a

830 mV.

6.9

Determinacion de pH en SH con SES

6.8
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Grafico 8. Determinacion de pH de SH con SES a distintas diluciones. Ndtese que el pH a dilucién 1:8 (estrella roja) el pH
aun permanece neutro.

Determinacion de ppm en SH con SES
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Grafico 9. Determinacidn de ppm de cloro total en SH con SES a distintas diluciones.
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7.4 Determinacion de ORP, pH y ppm de SG con SES.

1000

Determinacion de ORP en SG con SES

*
800
>
T 600
& 400
(@]
200
0 [ Sol.Glucosad
0L.BIUCOSA0qa | 1y ion 1:2 | Dilucion 1:4 | Dilucion 1.8 | Dilucién 1:16 | Dilucién 1:32
concentrada
a=gus ORP 453 789 707 650 563 540

Grafico 10.Determinacion de ORP de SG a diferentes diluciones. Notese que la dilucidén 1:8 no tiene un elevado ORP.

Determinacion de pH de SG con SES
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0l.Blucosada |y ion1:2 | Dilucion 1:4 | Dilucion 1:8 | Dilucién 1:16 | Dilucion 1:32
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Grafico 11.Determinacion de pH de SG con SES a diferentes diluciones. Obsérvese que el pH de todas las soluciones no es

neutro.

Determinacion de ppm en SG con SES
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Grafico 12.Determinacion de ppm de cloro total en SG con SES a diferentes diluciones.
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7.5 Reto microbiano Escherichia coliy S.aureus vs VeteriBac®mascotas

Foto 1. Resultado de la cuenta viable inicial de E. coli Foto 2.Resultado del reto VeteriBac® mascotas vs E.coli
ATCC 11229. Nétese el crecimiento de las UFC ATCC 11229.0bsérvese que no hay presencia de UFC.

Foto 4. Resultado de la cuenta viable inicial de S. aureus Foto 5. Resultado del reto VeteriBac® mascotas vs S. aureus
ATCC 6538. Notese el abundante crecimiento de UFC ATCC 6538. Obsérvese que no hay presencia de UFC.
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7.5.1 Determinacion del porcentaje de reduccién de E. coli

%d duccié 100 5 X100
r = -
o de reduccidon V.
Donde: S = células sobrevivientes UFC/ml
C.V. = cuenta viable inicial
%d ducciéon = 100 0 X 100 = 99.999%
o de reducciéon = 150,000,000 ~ %" 0

7.5.2 Determinacion del porcentaje de reduccién de S. aureus

%d d ion = 100 S X100
o de reduccion = V.
Donde: S = células sobrevivientes UFC/m
C.V. = cuenta viable inicial
Calculos:
205 UFC][I/OBG/M ]_
205X 10 [ . - T = 2050 UFC/ml
% d d ion = 100 2050 X 100 = 99.998Y%
o de reduccion = 136000000~ 0> 0
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7.6 Reto microbiano S.aureus vs VeteriBac®mascotas (SES)+SSFE dilucion 1:8

Foto 6. Resultado de la cuenta viable inicial de S. Foto 7. Resultado del reto VeteriBac® mascotas
aureus ATCC 6538. Notese el abundante (SES) + SSFE vs S. aureus ATCC 6538. Obsérvese
crecimiento de UFC que hay ligero crecimiento de UFC comparado con
la cuenta viable inicial.

Foto 8. Resultado del control del medio para métodos estandar.
Notese que no existe crecimiento de UFC

43



7.6.1 Determinacion del porcentaje de reduccién de S. aureus

SX100
C.V

% de reduccion = 100 —

Donde: S =células sobrevivientes UFC/m
C.V. = cuenta viable inicial

Calculos:
UFC 1
186 X 10 [“i;’;m/] [”fm"l“ }= 18,600 UFC/ml
y 18600 X 100
% de reduccion = 100 — 124000000 = 99.985%
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7.7 Prueba de lisis en placa

7.7.1 SSF con SES

Foto 9. Resultado de la prueba de lisis de SSF con SES a distintas diluciones. Notese que a partir de la
dilucién 1:4 no hay presencia de lisis comparativamente con la SES [] y 1:2.

7.7.2 SH con SES

Foto 10. Resultado de la prueba de lisis de Sol. Hartmann con SES a distintas diluciones. Nétese que hay una
ligera presencia de lisis a partir de la dilucién 1:16 hasta 1:2 comparativamente con 1:32.

7.7.3 SG con SES

Foto 11. Resultado de la prueba de lisis de Sol. Glucosada al 5% con SES a distintas diluciones. Nétese que no
hay presencia de lisis a partir de la dilucién 1:4 y hasta 1:32.
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7.8 Observaciéon macro y microscépica de sangre con SSF, SH y SG con SES dilucién 1:8.

7.8.1 SSF con SES dilucion 1:8

Foto 12. Vista macroscdpica en tubo de SSF con SES dilucién 1:8.  Foto 13. Vista al microscopio (100X) de SSF con SES

Obsérvese que no hay presencia lisis y/o aglutinacion dilucién 1:8 donde se observan a los eritrocitos sin
ninguna alteracion morfologica

7.8.2 SG con SES dilucion 1:8

Foto 15. Vista al microscopio (100X) de la Sol. Glucosada
al 5% con SES dilucion 1:8. Ndtese la presencia de
crenacion.

Foto 14.Vista macroscépica en tubo de Sol. Glucosada al 5%
con SES dilucién 1:8 donde se observa la precipitacion de
gldbulos rojos.

7.8.3 SH con SES dilucion 1:8

Foto 16. Vista macroscépica en tubo de la Sol. Hartmann con Foto 17. Vista al microscopio (100X) de la Sol. Hartmann
SES dilucién 1:8 donde se observa hemolisis y la aparicion de con SES dilucidon 1:8.La flecha indica el efecto de hemolisis
coagulo. de gldbulos rojos y aglutinacién de los mismos.
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7.9 HEMOGRAMA

Valores normales

Valores relativos y absolutos de leucocitos caninos y felinos

de laboratorio

Hemograma
Estudio Unidades Caninos Felinos
Hematocrito 0 35-55 30-45
Eritrocitos x 10%/mm’ 5-8 5-10
Leucocitos x 103/mm? 5-15 5-14
Hemoglobina g/dl 12-18 8-15
Plaquetas x 10°/mm? 120 - 500 150 - 600
V.C.M FI 64 -75 42 - 53
Hb.C.M % 19.5-24.5 12.5-17.5
C.Hb.C.M g/dl 33-36 30-34
Valores relativos y absolutos de leucocitos caninos
Recuento Neutrofilos Eosinofilos Basofilos Linfocitos Monocitos
tota|3 Segmentados En
(xmm°) banda
Absoluto 7.000 - 3.000 - 11.000 0 - 300 100 - 1000 < 100 1.000 - 5.000 < 1.200
14.000
Relativo 100 % 60-77% 0-3% 2-7% 0-1% 15-35% 2-7%
Valores relativos y absolutos de leucocitos felinos
Recuento Neutrofilos Eosindfilos Basofilos Linfocitos Monocitos
tota|3 Segmentados En
(x mm?) banda
Absoluto 6.000 - 3.000 - 9.500 0 -300 100 - 1000 < 100 1.000 - 5.000 < 500
17.000
Relativo 100 % 60-77% 0-3% 2-7% 0-1% 15-35% 2-5%

Copyright © 2003-2013 Laboratorio Diagnotest
Todos los derechos reservados. Prohibida su reproduccion parcial o total
http://www.labdiagnotest.com

Tabla 2. Valores hematolégicos de referencia en caninos adultos aparentemente sanos, obtenidos del

Centro de Inmunoterapia Veterinaria.

47



http://www.labdiagnotest.com/normales.php#leucocitoscaninos
http://www.labdiagnotest.com/
http://www.labdiagnotest.com/

7.9.1 CUENTA LEUCOCITARIA

VALOR DE REFERENCIA: 5 — 15 X10°/mm’

% de % de
No. de Sangre Sangre tratada | reduccién | No. de Sangre Sangre tratada | reduccién

muestra no tratada con SES celular muestra no tratada con SES celular
. mm . mm . (0] . mm . mm . (]

1 7.0X10°/mm®> | 6.8X10°/mm’ 2.85% 16 10.5 X10°/mm®> | 10.0 X10°/mm’ 4.76%

2 8.5X10°/mm®> | 8.3X10°/mm’ 2.35% 17 12.5X10°/mm®> | 12.0X10°/mm’ 4.00%

. mm . mm . (0] . mm . mm . (]

3 5.6 X10°/mm®> | 5.5X10°/mm’ 1.78% 18 18.75 X10°/mm’ | 18.4 X10°/mm’ 1.86%

4 8.10X10°/mm’ | 8.0X10°/mm°’ 1.23% 19 15.5 X10°/mm’> | 14.8 X10°/mm’ 4.51%

5 1.9X10°/mm> | 1.8X10°/mm’ 5.26% 20 7.5 X10° /mm’ 7.1X10°/mm’ 5.33%

. mm . mm . (0] . mm . mm . (]

6 6.3X10°/mm®> | 6.0X10°/mm’ 4.76% 21 14.2 X10°/mm®> | 14.0X10°/mm’ 1.40%

. mm . mm . (0] . mm . mm . (]

7 7.15X10°/mm’ | 6.9X10°/mm’ 3.49% 22 22.2X10°/mm° | 21.5X10°/mm’ 3.15%

. mm . mm . () . mm . mm . (]

8 8.9X10°/mm®> | 8.7X10°/mm’ 2.24% 23 8.85X10°/mm’ | 8.5X10°/mm’ 3.95%

9 14.50 X10°/mm’® | 14.2 X10°/mm’ 2.06% 24 6.65X10°/mm°> | 6.3 X10°/mm’ 5.26%

. mm . mm . (0] . mm . mm . (]

10 7.20X10°/mm°> | 7.0X10°/mm’ 2.77% 25 8.10 X10°/mm° | 7.80 X10°/mm’ 3.70%
11 11.5X10°/mm’ | 10.0 X10°/mm° 4.34% 26 8.65X10°/mm° | 8.30X10°/mm’ 4.04%
12 22.0X10°/mm° | 21.0X10°/mm’ 4.54% 27 15.0X10°/mm’ | 14.5X10°/mm’ 3.33%
13 13.45 X10°/mm’ | 13.0 X10°/mm° 3.34% 28 20.5X10°/mm> | 19.50X10°*/mm’ | 4.87%
14 10.25 X10°/mm’ | 9.8 X10°/mm’ 4.39% 29 9.75X10°/mm°> | 9.3X10°/mm’ 4.61%
15 16.0X10°/mm’ | 15.5X10°/mm° 3.12% 30 14.5X10°/mm’> | 13.9X10°/mm’ 4.13%

Tabla 3. Resultados de cuenta leucocitaria de sangre canina no tratada y tratada con SES y porcentaje de disminucion.
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Grafico 13. Comparacion de la cuenta leucocitaria de sangre canina no tratada y tratada con SES. Obsérvese que la

mayoria de las muestras se encuentran dentro del rango de referencia establecido.
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7.9.2 CUENTA ERITROCITARIA

VALOR DE REFERENCIA: 5.50-8.50 X10%/mm?>

% de % de
No. de Sangre Sangre tratada | reduccion | No. de Sangre Sangre tratada | reduccién
muestra no tratada con SES celular muestra no tratada con SES celular
. mm . mm . (0] . mm . mm . (]
1 6.29 X10°/mm° | 6.10X10%/mm’ 3.02% 16 8.84 X10°/mm’ | 8.80X10°/mm’ 0.45%
. mm . mm . (0] . mm . mm . 0
2 5.60 X10°/mm° | 5.50 X10°/mm’ 1.78% 17 8.20X10°/mm’ | 7.90 X10°/mm’ 3.65%
. mm . mm . (0] . mm . mm . 0
3 4.26 X10°/mm’> | 4.10 X10°/mm’ 3.75% 18 6.15X10°/mm> | 5.90 X10°/mm’ 4.06%
. mm . mm . (0] . mm . mm . (]
4 6.28 X10°/mm° | 6.00X10%/mm’ 4.45% 19 6.39X10°/mm’ | 6.10X10°/mm’ 4.53%
. mm . mm . (0] . mm . mm . (]
5 2.77 X10%/mm> | 2.60 X10°/mm’ 6.13% 20 5.68 X10°/mm> | 5.60 X10°/mm’ 1.40%
. mm . mm . (0] R mm . mm . (]
6 8.46 X10°/mm° | 8.20 X10°/mm’ 3.07% 21 6.43X10°/mm’ | 6.20X10°/mm’ 3.57%
. mm . mm . (0] . mm . mm . (]
7 5.90 X10°/mm° | 5.80 X10°/mm’ 1.69% 22 7.10X10°/mm’ | 6.90 X10°/mm’ 2.81%
. mm . mm . () . mm . mm . (]
8 7.83X10°/mm’ | 7.60 X10%/mm’ 2.93% 23 8.01X10°/mm’ | 7.80X10°/mm’ 2.51%
. mm . mm . () . mm . mm . (]
9 6.39 X10°/mm° | 6.10X10°/mm’ 4.53% 24 7.85X10°/mm°> | 7.70 X10%/mm’ 1.91%
. mm . mm . (0] . mm R mm . (]
10 9.52 X10°/mm° | 9.40 X10°/mm’ 1.26% 25 6.64 X10°/mm° | 6.40 X10%/mm’ 3.61%
11 6.53 X10°/mm° | 6.30X10°/mm’ 3.52% 26 5.60 X10°/mm° | 5.50 X10%/mm’ 1.78%
12 9.46 X10°/mm° | 9.30X10°/mm’> 1.69% 27 7.36 X10°/mm° | 7.00 X10%/mm’ 4.89%
13 7.86 X10°/mm° | 7.60 X10°/mm’ 3.30% 28 7.77 X10°/mm> | 7.60 X10°/mm’ 2.18%
14 6.80 X10°/mm° | 6.70 X10°/mm’ 1.47% 29 5.67 X10°/mm°> | 5.50 X10%/mm’ 2.99%
15 3.97 X10°/mm° | 3.80X10°/mm°> 4.28% 30 6.60 X10°/mm°> | 6.50 X10°%/mm° 1.51%
Tabla 4. Resultados de cuenta eritrocitaria de sangre canina no tratada y tratada con SES.
Comparacion de la cuenta eritrocitaria de sangre tratada y no tratada con SES
rg 10000000 -
£ 9000000 - Sangre
E 8000000 - no tratada
S 7000000
\w .
8 6000000 Sangre tratada
= 5000000 con SES
=
g 4000000 - [ | Rango de
E 3000000 - referencia:
g 2000000 - 5.50 - 8.50 X10°
o ,
3 1000000 - células /mm3
C
8 0 -

123456 7 8 91011121314151617 181920212223 242526272829 30

Numero de muestras procesadas

Grafico 14. Comparacion de la cuenta eritrocitaria de sangre canina no tratada y tratada con SES. Véase que la mayor
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7.9.3 HEMOGLOBINA

VALOR DE REFERENCIA: 12-18 g/dI

No. de Sangre Sangre % de No. de Sangre Sangre % de
muestra no tratada con | reduccién | muestra no tratada reduccion
tratada SES tratada con SES
1 16.56 g/dI 16.00 g/dl 3.38% 16 20.6 g/dl 19.87 g/dl 3.54%
2 15.82 g/dl | 15.08 g/dl 4.67% 17 17.66 g/dl | 16.90 g/dI 4.30%
3 10.30g/dl | 9.93 g/d 3.59% 18 13.61g/dl | 12.88 g/dl 5.36%
4 12.88 g/dI 12.40 g/dl 3.72% 19 11.04 g/dl | 10.9 g/dI 1.26%
5 7.36 g/dI 6.99 g/dI 5.02% 20 17.66 g/dl | 16.92 g/dI 4.19%
6 16.56 g/dl | 14.72 g/d 4.46% 21 18.4 g/dl | 18.00 g/dI 2.17%
7 16.92 g/dI 16.19 g/dl 4.31% 22 13.24 g/dl | 13.00 g/dl 1.81%
3 23.55g/dl | 22.81g/dl 3.14% 23 14.35g/dl | 13.61 g/dl 5.15%
9 16.19 g/dI 15.82 g/dl 2.28% 24 16.56 g/dl | 16.19 g/dl 2.23%
10 22.81 g/dI 22.08 g/dI 3.20% 25 17.66 g/dl | 16.92 g/dl 4.19%
11 17.66g/dl 16.92g/dI 4.19% 26 17.29 g/dl | 16.80 g/dl 2.83%
12 20.60 g/dI 19.87 g/dl 3.54% 27 13.98 g/dl | 13.30 g/dl 4.86%
13 14.35 g/dI 13.98 g/dl 2.57% 28 15.45 g/dl | 15.08 g/dI 2.39%
14 12.88 g/dI 12.40 g/dl 3.72% 29 17.29 g/dl | 16.92 g/dl 2.13%
15 8.46 g/dl 8.10 g/dl 4.25% 30 13.61g/dl | 13.40g/dl 2.26%

Tabla 5. Resultados de concentracidén de hemoglobina en sangre canina no tratada y tratada con SES.
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Grafico 15. Comparacion de la concentracidon de hemoglobina en sangre canina no tratada y tratada con SES. Notese que

el mayor nimero de muestras entran dentro del parametro de referencia.
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7.9.4 HEMATOCRITO

VALOR DE REFERENCIA: 35 - 55%

No. de Sangre Sangre % de No. de Sangre Sangre % de
muestra no tratada con | reduccién | muestra no tratada reduccion
tratada SES tratada con SES
1 54.12% 53.57% 1.01% 16 53.44% 51.28% 4.04%
2 50.32% 50.00% 0.63% 17 55.00% 54.54% 0.83%
3 30.50% 29.41% 3.57% 18 51.72% 50.00% 3.32%
4 53.44% 52.63% 1.51% 19 45.58% 44.77% 1.77%
5 25.75% 24.39% 5.28% 20 52.54% 51.72% 1.56%
6 45.45% 44.44% 2.22% 21 36.06% 35.08% 2.79%
7 50.79% 48.38% 4.74% 22 52.94% 50.84% 3.96%
8 53.70% 51.72% 3.68% 23 45.76% 43.47% 5.00%
9 48.21% 47.61.% 1.24% 24 41.07% 40.00% 2.60%
10 64.81% 63.82% 1.52% 25 51.78% 50.84% 1.81%
11 53.19% 52.63% 1.05% 26 40.38% 39.21% 2.89%
12 62.00% 60.00% 3.99% 27 46.38% 44.44% 4.18%
13 53.22% 51.72% 2.81% 28 43.10% 42.55% 1.27%
14 38.46% 36.03% 3.71% 29 42.30% 40.81% 3.52%
15 32.35% 31.74% 1.88% 30 50.90% 49.18% 3.37%

Tabla 6. Resultados de porcentaje de hematocrito en sangre canina no tratada y tratada con SES

Comparacion de % de hematocrito en sangre no tratada y tratada con SES

70 ~
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Grafico 16. Comparacién de % de hematocrito en sangre canina no tratada y tratada con SES. Obsérvese que la mayoria
de las muestras tiende a caer dentro del rango establecido.
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7.9.5 CONTEO PLAQUETARIO

VALOR DE REFERENCIA: 120 — 500 X 10°/mm?

123 456 7 8 91011121314151617 1819 2021 22 23 24252627 2829 30

Numero de muestras procesadas

% de % de
No. de Sangre Sangre tratada | reduccién | No. de Sangre Sangre tratada | reduccion
muestra no tratada con SES celular muestra no tratada con SES celular
1 375X10°/mm’ | 370X10°/mm’ 1.33% 16 502X10°/mm° | 490X10°/mm’ 2.39%
2 353X10°/mm° | 340X10°/mm’ 3.68% 17 156X10°/mm’ 150X10°/mm’ 3.84%
3 275X10°/mm> | 260X10°/mm’ 5.45% 18 370X10°/mm’ 350X10°/mm’ 5.40%
4 175X10°/mm® | 170X10°/mm’ 2.85% 19 250X10°/mm’ 240X10°/mm’ 4.00%
5 110X10°/mm® | 100X10°/mm’ 9.09% 20 400X10°/mm’ 380X10°/mm’ 5.00%
6 247X10°/mm> | 230X10°/mm’ 6.88% 21 463X10°/mm> | 440X10°/mm’ 4.96%
7 478X10°/mm’ | 450X10°/mm’ 5.85% 22 589X10°/mm’ 570X10°/mm’ 3.22%
8 300X10°/mm> | 290X10°/mm’ 3.33% 23 299X10°/mm’ 290X10°/mm’ 3.01%
9 410X10°/mm° | 390X10°/mm’ 4.87% 24 433X10°/mm’ 410X10°/mm’ 5.31%
10 491X10°/mm° | 490X10°/mm’ 0.20% 25 405X10°/mm’> 390X10°/mm’ 3.70%
mm mm . (0] mm mm . 0
11 458X10°/mm° | 440X10°/mm’ 3.93% 26 501X10°/mm’ 480X10°/mm’® 4.19%
mm mm . (0] mm mm . (]
12 550X10°/mm° | 530X10°/mm’ 3.63% 27 385X10°/mm’® 370X10°/mm’ 3.89%
mm mm . (0] mm mm . (]
13 123X10°/mm°® | 120X10°/mm’ 2.43% 28 476X10°/mm’ 450X10°/mm’° 5.46%
mm mm . () mm mm . (]
14 388X10°/mm° | 370 X10°/mm’ 4.63% 29 115X10°/mm’ 110X10°/mm’ 4.34%
mm mm . () mm mm . ()
15 340X10°/mm® | 320X10°/mm’ 5.88% 30 420X10°/mm’ 400X10°/mm’ 4.76%
Tabla 7.Resultados de conteo plaquetario de sangre canina no tratada y tratada con SES.
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Grafico 17. Comparacion de la cuenta plaquetaria en sangre canina no tratada y tratada con SES. Nétese que la mayoria
de las muestras caen dentro del rango establecido.
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7.9.6 CUENTA DIFERENCIAL LEUCOCITARIA

Linfocitos Monocitos Neutrofilos Neutrofilos Eosindfilos Basofilos
No. de Segmentados Banda
muestra o
Procesamiento ‘ @

15-35% 2-7% 60-77% 0-1%

Sangre no tratada 28% 5% 65% 0% 2% 0%

1 Sangre tratada con SES 29% 5% 64% 0% 2% 0%
Sangre no tratada 30% 4% 60% 5% 1% 0%

2 Sangre tratada con SES 29% 3% 61% 5% 2% 0%
Sangre no tratada 28% 5% 58% 3% 5% 1%

3 Sangre tratada con SES 26% 5% 58% 4% 5% 2%
Sangre no tratada 23% 4% 64% 3% 6% 0%

4 Sangre tratada con SES 22% 5% 65% 3% 4% 0%
Sangre no tratada 7% 1% 18% 1% 0% 0%

5 Sangre tratada con SES 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Sangre no tratada 31% 7% 52% 8% 2% 0%

6 Sangre tratada con SES 37% 7% 48% 8% 0% 0%
Sangre no tratada 28% 2% 62% 2% 6% 0%

7 Sangre tratada con SES 29% 1% 63% 2% 5% 0%
Sangre no tratada 48% 5% 38% 1% 7% 0%

8 Sangre tratada con SES 46% 6% 38% 2% 8% 0%
Sangre no tratada 24% 3% 69% 3% 1% 0%

9 Sangre tratada con SES 25% 4% 69% 1% 1% 0%
Sangre no tratada 18% 9% 68% 3% 2% 0%

10 Sangre tratada con SES 17% 10% 67% 4% 2% 0%
Sangre no tratada 13% 4% 79% 3% 0% 1%

11 Sangre tratada con SES 15% 3% 80% 2% 0% 0%
Sangre no tratada 18% 4% 73% 3% 2% 0%

12 Sangre tratada con SES 13% 4% 78% 3% 1% 0%
Sangre no tratada 23% 3% 68% 2% 3% 1%

13 Sangre tratada con SES 22% 3% 73% 1% 1% 0%
Sangre no tratada 21% 10% 60% 5% 4% 0%

14 Sangre tratada con SES 22% 10% 60% 3% 4% 0%
Sangre no tratada 63% 5% 25% 2% 4% 1%

15 Sangre tratada con SES 62% 7% 25% 3% 3% 0%

Tabla 8. Valores relativos obtenidos en la cuenta diferencial en frotis de sangre no tratada y tratada con SES.

53




7.9.6 CUENTA DIFERENCIAL LEUCOCITARIA (CONTINUACION)

Linfocitos Monocitos Neutrofilos Neutrofilos Eosindfilos Basofilos
No. de Segmentados Banda
muestra
Procesamiento ‘ @

15-35% 2-7% 60-77% 0-1%

16 Sangre no tratada 19% 6% 57% 6% 11% 1%
Sangre tratada con SES 19% 7% 55% 6% 13% 0%

17 Sangre no tratada 14% 1% 78% 3% 5% 0%
Sangre tratada con SES 12% 3% 79% 3% 3% 0%

18 Sangre no tratada 34% 6% 50% 6% 4% 0%
Sangre tratada con SES 34% 5% 54% 5% 2% 0%

19 Sangre no tratada 26% 5% 58% 3% 7% 1%
Sangre tratada con SES 19% 3% 46% 1% 4% 0%

20 Sangre no tratada 23% 1% 72% 0% 3% 1%
Sangre tratada con SES 21% 3% 73% 1% 2% 0%

21 Sangre no tratada 19% 1% 78% 0% 2% 0%
Sangre tratada con SES 17% 2% 76% 1% 4% 0%

22 Sangre no tratada 25% 3% 68% 0% 4% 0%
Sangre tratada con SES 27% 1% 68% 1% 3% 0%

23 Sangre no tratada 18% 5% 68% 2% 7% 0%
Sangre tratada con SES 22% 4% 66% 1% 7% 0%

24 Sangre no tratada 15% 8% 74% 0% 3% 0%
Sangre tratada con SES 15% 7% 74% 0% 4% 0%

25 Sangre no tratada 16% 10% 67% 3% 4% 0%
Sangre tratada con SES 20% 8% 68% 1% 3% 0%

26 Sangre no tratada 26% 6% 63% 2% 3% 0%
Sangre tratada con SES 22% 4% 70% 1% 3% 0%

27 Sangre no tratada 20% 4% 71% 5% 0% 0%
Sangre tratada con SES 19% 3% 73% 4% 1% 0%

28 Sangre no tratada 15% 3% 77% 1% 4% 0%
Sangre tratada con SES 16% 3% 78% 0% 3% 0%

29 Sangre no tratada 10% 4% 79% 0% 6% 1%
Sangre tratada con SES 11% 3% 82% 0% 4% 0%

30 Sangre no tratada 19% 4% 70% 0% 7% 0%
Sangre tratada con SES 22% 3% 68% 1% 5% 1%

Tabla 9. Valores relativos obtenidos en la cuenta diferencial en frotis de sangre no trataday tratada con SES.
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LINFOCITOS
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Grafico 18. Comparacion de la cuenta diferencial de linfocitos de sangre no tratada y tratada con SES. Obsérvece que la muestra 5,8,15
y 29 salen del rango de referencia.
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Gréfico 19. Comparacion de la cuenta diferencial de monocitos de sangre no tratada y tratada con SES. Obsérvese las muestras 5, 10y
14,24 y 25 salen del rango de referencia.
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Grafico 20. Comparacion de la cuenta diferencial de neutréfilos segmentados de sangre no tratada y tratada con SES. Obsérvese que

algunas muestras no caen dentro del rango de referencia.
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Grafico 21. Comparacion de la cuenta diferencial de neutréfilos banda en sangre no tratada y tratada con SES.
Obsérvese que 6 muestras no caen dentro del rango de referencia.
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Grafico 22. Comparacidn de la cuenta diferencial de eosindfilos en sangre no tratada y tratada con SES.
Obsérvese que 4 muestras no caen dentro del rango de referencia.
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Grafico 23. Comparacién de la cuenta diferencial de Baséfilos en sangre no tratada y tratada con SES.
Obsérvese que solo la muestra 3 no cae dentro del rango de referencia.
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7.10. Método estadistico t de Student para muestras apareadas.

t=— \/n Dénde: X = media Si:t. < tisecumple Ho

D.S. = desviacion estandar Si:t. > tise cumple Hi
n= nUmero de muestras

Hipdtesisnula Ho: Xyt < X1 No hay diferencia en el tratamiento
Hipdtesis alternativa  Hi: X v > X1 Si hay diferencia en el tratamiento
7.11. Cuenta Leucocitaria
403.3333
t= 229.6674 V 30 = 96157 t 0959 = 2.0452 g. l.=n-1=29

t.= 9.6157 > t, =2.0452 Sihay diferencia
7.12. Cuenta Eritrocitaria
= 190333333 /30 = 13.4081 toosy=2.0452 g l.=n-1=29
77,747.7500
t.=13.4081 > t.=2.0452 Sihay diferencia

7.13. Hemoglobina

_ 05603

£ = G sss V30 = 16.2886 toss=2.0452  g.l=n-1=29

t.=16.2886 > t.=2.0452 Sihay diferencia

7.14. Hematocrito

_ 1.2646

t = ==2224/30 = 10.8327 toss=2.0452 g l=n-1=29

t.=10.8327 > t,=2.0452 Sihay diferencia

7.15. Cuenta Plaquetaria

__ 14,866.6666

t=7 oosore V3V = 1146 t 0.95% = 2.0452 g.l.=n-1=29

t.=11.46 > t,=2.0452 Si hay diferencia
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7.11 Observacion de células en cuenta diferencial de sangre con SES.

Foto 18.Frotis de sangre canina (100X) tratada con Foto 19.Frotis de sangre canina (100X) tratada con
SES. Se observa un neutrdfilo banda. SES. Se observa un eosinodfilo.

Foto 20.Frotis de sangre canina (100X) tratada con Foto 21.Frotis de sangre canina (100X) tratada con
SES. Se observan dos eosindfilos. SES. Se observa un neutroéfilo segmentado

Foto 22.Frotis de sangre canina (100X) tratada con SES. Foto 23.Frotis de sangre canina (100X) tratada con

Se observa un neutrdéfilo banda (A) y un linfocito (B). SES. Se observa un monocito.
58



7.12Prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL)por el método Gel-Clot.

SES
1:8
Triplicado

Control Control

(+) (-)

Foto 24. Resultado de la prueba de LAL para endotoxinas por el método de Gel-Clot. Obsérvese la formacidn
de un gel solido opaco en SG y en agua de grifo, lo que indica presencia de endotoxinas en dichas soluciones
comparativamente con los controles.
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8. Discusion de Resultados

El presente trabajo experimental se inicid con la determinacién de las caracteristicas
fisicoquimicas de la SSF, SG, SH y de la SES (VeteriBac mascotas solucién antiséptica de pH
neutro), con el fin de evaluar su pH, ORP y ppm de cloro total. En el apartado 7.1, se
muestran los graficos 1, 2 y 3 donde se presentan los resultados obtenidos de las
caracteristicas fisicoquimicas de cada solucién; observando que la SES obtuvo el pH mas
cercano a la neutralidad (7.27); un ORP de 823 Mv, por lo cual, las propiedades biocidas
del acido hipocloroso (HCIO) incrementan gracias al alto potencial de éxido reduccién
(ORP) de la SES. El alto ORP afecta a las células al irrumpir la membrana externa, lo cual
facilita la accién del HCIO; finalmente 25 ppm de cloro total, el cual esta dentro de rango
de acuerdo a las caracteristicas del marbete. Cabe mencionar que de las tres soluciones a
trabajar, ninguna resulto con un ORP que presente actividad germicida (ver grafico 2). Con
respecto al pH de SSF (5.92), SG (4.07) y SH (6.50) respectivamente, se puede precisar que
se encuentran por debajo de la neutralidad, ademas de que son de uso rutinario para
aplicacién intravenosa.

Posteriormente se realizd la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la
mezcla de SES con SSF, SES con SH y SES con SG a distintas diluciones. Al comparar los
valores obtenidos de las tres mezclas, observamos variabilidad con respecto al ORP
basado en las diluciones. El mejor resultado en cuanto a pH, es el de la mezcla de SSF y
SES ya que los valores se encuentran cercanos a la neutralidad lo cual es importante por
ser inocua con las células sanguineas, ademas de que dichos valores no se modifican
considerablemente con las diluciones realizadas. Finalmente en cuanto a ppm de cloro
total, el mejor resultado es el de SSF con SES, ya que la concentracién de cloro en las
diferentes diluciones es elevada, en comparacién con las otras dos mezclas. Este aumento
se atribuye a la SES, la cual tiene mas iones de acido hipocloroso lo que le confiere a la
mezcla parte de estos iones.

Para comprobar el efecto de la SES hacia distintas cepas bacterianas (E. coliy S. aureus) se
realizd un reto microbiano siguiendo la NMX-BB-040-SCFI-1999 con la finalidad de
determinar la actividad antimicrobiana. El motivo por el cual se trabajo con estas cepas es
gue ambas son establecidas por dicha norma.

En el apartado 7.5 se muestran las fotos 1 y 4 donde se observan las placas con
crecimiento de las UFC de E. coli ATCC 11229 y de S. aureus ATCC 6538 respectivamente,
antes del tratamiento con la SES; asi mismo en las fotos 2 y 5 se observan las placas sin
crecimiento bacteriano, después del tratamiento con la SES. Finalmente en la foto 3 se
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muestra la placa control (Unicamente con medio para métodos estandar) la cual no
presentd crecimiento de UFC. A continuacion se determind el porcentaje de reduccion de
ambas cepas obteniendo un 99.999% de reduccién para E. coli y 99.998% para S. aureus.
Estos resultados se comparan con el reto SES+SSFE dilucién 1:8,en el cual se muestra la
foto 6 donde se observa la placa con crecimiento de las UFC de S. aureus ATCC 6538 antes
del tratamiento con las SES+SSFE dilucidn 1:8; y en la foto 7 se observa la placa después
del tratamiento con SES+SSFE dilucion 1:8 que muestra un ligero crecimiento de UFC y en
el cual se obtuvo un porcentaje de reduccion de 99.985%, por lo tanto la SES a dilucidon 1:8
muestra resultados satisfactorios al tener efecto germicida. Por ello se asegura que la SES
funge como un buen desinfectante, ya que este actla primeramente contra proteinas de
la pared y/o membrana celular, inhibiendo algunas reacciones enzimaticas e inactivacion
de 4cidos nucleicos. **

Posteriormente se llevd a cabo una prueba de lisis en placa de SES con SSF, SES con SH y
SES con SG a diferentes diluciones (1:2-1:32), adicionando a estas mezclas sangre de
perro, con la finalidad de encontrar la dilucién ideal de trabajo para que la mezcla no lisara
a los eritrocitos. En la foto 9 se muestra la placa con las diluciones realizadas de SSF con
SES. Ademas se observa el pocillo de Unicamente SSF con sangre (control), donde los
eritrocitos se muestran intactos y no hay presencia de lisis, la SSF suele consistir en una
solucion estéril de cloruro sddico al 0,9% p/v en agua destilada. Es isotdnica con el plasma
sanguineo, es decir, la solucién y la sangre tienen igual presién osmética y por ello no hay

presencia de lisis. 22,67.

También se observa el pocillo conteniendo Unicamente SES con sangre, en el cual
aparecen los eritrocitos completamente lisados. Por lo anterior se sabe que la SES
concentrada tiene un efecto litico sobre los eritrocitos, esta consecuencia es debida a que
la SES actua sobre la membrana eritrocitica, la cual estd compuesta de proteinas (50%)
gue componen el citoesqueleto y que estan involucradas en la forma, estabilidad y
deformacion del eritrocito, por lo tanto si surge una alteracién proteinica de la membrana,
el eritrocito puede llegar a lisarse® por ello se deben realizar las diluciones de SES con SSF,
encontrando que a partir de la dilucién 1:8 ya no hay presencia de lisis.

En la foto 10 se muestran las diluciones realizadas de SH con SES, en donde existe
presencia de lisis en todos los pocillos. Esto es debido a que hay un efecto hipotdnico, en
donde la célula se hincha con el agua que entra en ella y explota; cuando se da este caso

2957 Ademas también se observa

en los glébulos rojos de la sangre, se denomina hemélisis.
el pocillo que contiene Unicamente SH con sangre y en el cual no se observa efecto litico.

La SH o lactato de sodio compuesto es una solucidn isotdnica en relacidn a la osmolaridad
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de la sangre, usada para terapia intravenosa, por lo cual esta solucidn no lisa los glébulos
rojos. Contiene cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio y lactato de sodio y
se emplea para la reposicion de liquidos y electrolitos.?

Finalmente en la foto 11 se encuentran las diluciones de SG con SES, en donde a partir de
la dilucién 1:8 no hay lisis de eritrocitos, también se muestra el pocillo Unicamente con SG
y sangre en donde no hay presencia de lisis. La SG al 5% es una solucidon isoténica de
glucosa, y por ello no causa lisis en gldbulos rojos, cada litro SG al 5% aporta agua y 50
gramos de glucosa.*® Esta indicada cuando es necesario administrar agua libre de sodio; es
auxiliar en el mantenimiento o correccién del equilibrio hidroelectrolitico (por sudacién o
por falta de ingestion de liquidos) y cuando se desea incrementar el aporte caldrico. **

Por los resultados obtenidos anteriormente, las mejores soluciones de trabajo que no
presentaron lisis a dilucion 1:8 son SSF con SES y SG con SES. Por lo contrario, la mezcla SH
con SES se descarté automaticamente por presentar lisis, aunque esta se fuera
presentando a menor medida con forme a las diluciones realizadas, creemos que la
combinacion de los componentes de la SH con los componentes de la SES podrian ser el
resultado de nuevos compuestos con actividad litica.

A continuacion se realizé la observacién macroscdpica 'y microscopica de sangre de perro
mezclada con SSF, SH y SG con SES a la dilucion 1:8, ya que esta fue la ideal al no presentar
efecto litico. Cabe mencionar que también se realizé la observacién macroscépica y
microscopica a la mezcla de SH con SES aunque esta haya presentado lisis en todas las
diluciones.

En la foto 12 se aprecia la vista macroscopica de la mezcla de SSF con SES y sangre de
perro en donde no se observa la presencia de hemolisis y/o aglutinacién de eritrocitos; en
la foto 13 se observan a los eritrocitos de esa misma mezcla vistos al microscopio (objetivo
100X), los cuales no presentaron ninguna alteracién morfolégica debido a que se
encuentran en un medio isoténico (concentracion de soluto es igual fuera y dentro de la
célula) ;por tanto, tiene la misma presién osmética que la sangre y no produce la

deformacién de los glébulos rojos. ©”

En la foto 14 se aprecia la vista macroscépica de la mezcla de SG con SES y sangre de

perro, en donde se observd la precipitacion de eritrocitos; en la foto 15 se observan los

eritrocitos de esta mezcla vistos al microscopio (100X), los cuales mostraron aglutinacién y

crenacion (acantocitosis)®’, esto debido a gue los eritrocitos se encuentran en una

solucién hipertdnica y al estar en esta solucidon con gran cantidad de soluto, el eritrocito

libera agua debido a la presidn osmdtica llegando a la destruccion de la célula por
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deshidratacion. .Por lo tanto, la mezcla de SG con SES se descarto por presentar dichos

efectos hacia la sangre.

Asi mismo en la foto 16 se observa la vista macroscdpica de la mezcla de SH con SES y
sangre de perro, donde se aprecia la formacidn de coagulo; en la foto 17 se muestran los
eritrocitos de esta mezcla vistos al microscopio (100X), los cuales sufrieron hemolisis y
aglutinacién. Por ello, la mezcla de SH con SES también se descarta por presentar dicho
efecto hacia la sangre. Por lo tanto la mezcla ideal para realizar la biometria hematica es
SSF con SES dilucién 1:8.

La biometria hematica realizada, nos sirvido para determinar los siguientes parametros:
cuenta leucocitaria, cuenta eritrocitaria, cuenta plaquetaria, cuenta diferencial de
leucocitos, determinacién de hemoglobina y determinacion de hematocrito. Cabe
mencionar que no se realizd la prueba de volumen de sedimentacién globular (VSG),
debido a que al realizarse la dilucién de SES+SSF y sangre de perro, el resultado se veria
afectado dando valores disminuidos (menor sedimentacion); de igual manera, no se
realizd la prueba de conteo de reticulocitos, debido a que estos se encuentran en menor
medida en la sangre (1% en la circulacion sanguinea en condiciones normales) y al realizar
la dilucion estos se veran en mucho menor proporcion.

En el grafico 13 se muestra la comparacion de la cuenta leucocitaria de las muestras sin
tratamiento y con tratamiento (SES+SSF), en donde se aprecia que la mayoria de las
muestras (83.33%) se encuentran dentro del intervalo establecido, esto nos indica que el
tratamiento con SES no afecta el nimero de leucocitos, aunque este se encuentre
levemente disminuido a consecuencia de la dilucion realizada. En el caso de la muestra 5,
(representada por el 3.33%) presenta un valor disminuido (leucopenia) debido a que el
canino se encontraba en proceso de quimioterapia por ser diagnosticado con Cancer. Las
muestras 12, 18, 22, y 28 (13.33%) se muestran con valores elevados (leucocitosis),
causados casi siempre por una infeccidn, pero también se elevan en casos de mucho
estréSSZ, 53,59, 60.

El grafico 14 muestra la comparacion de la cuenta eritrocitaria, se observa que la mayoria
de las muestras (80%) estan dentro del rango establecido, por lo cual el tratamiento con
SES no afecta el niumero de eritrocitos. La muestra 5 presenta una disminucién debido a
qgue el perro sufria hemorragias anales; las muestras 3 y 15 también mostraron valores
disminuidos (10%) aunque no tan considerables, lo que significa que los perros pudieran
estar anémicos, por hemolisis, pérdidas importantes de sangre, inflamaciones crdnicas,

32,55

parasitosis intensas y fallas renales. .Las muestras 10, 12 y 16 tuvieron valores un poco
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elevados (10 %), aunque estos no rebasan considerablemente el rango de referencia.
Estos aumentan comunmente con el entrenamiento intenso (contraccidn esplénica), y por
deshidratacion (en realidad no hay mas células, sino menos plasma), pero también puede
ser por algunas enfermedades pulmonares, en tumores de la médula dsea o en zonas de
gran altitud donde hay poco oxigeno en el aire. Ante cualquier falta de oxigeno en los
tejidos, el cuerpo responde produciendo mas glébulos rojos. >* > 062

En el grifico 15 se muestran los resultados obtenidos de la concentraciéon de
hemoglobina, la cual es una proteina globular, que se encuentra en grandes cantidades
dentro de los gldbulos rojos y de importancia fisioldgica, para el aporte normal de oxigeno

. 7,67
a los tejidos.>” ®

La muestra 5 muestra hemoglobina disminuida debido a las hemorragias
gue muestra el canino; las muestras 3, 15 y 19 (13.33%) también muestran valores por
debajo del rango de referencia lo cual indica que hay estrés prolongado, infecciones
intensas y anemia.” Las muestras 8, 10, 12 y 16 (13.33%) muestran valores elevados lo
cual se puede deber a entrenamiento intenso y el espesamiento de la sangre por
deshidrataciéon.”> Las muestras restantes (73.33%) se encuentran dentro de los

parametros normales.

El grafico 16 muestra el porcentaje de hematocrito, el cual se define como el porcentaje
del volumen total de la sangre compuesta por glébulos rojos.®° La muestra 5 muestra un
valor disminuido de hematocrito, lo cual se atribuye también a la pérdida importante de
sangre del canino. Las muestras 3 y 15 (10%) también muestran valores disminuidos de
hematocrito por lo que se atribuye también a una anemia o pérdida de sangre.53 Por lo
contrario las muestras 10 y 12 (6.66%) mostraron valores elevados de hematocrito

32, 40

posiblemente causados por cdlicos graves y deshidratacion. Todas las muestras

restantes (83.33%) muestran valores normales de hematocrito.

El grafico 17 muestra los valores de la cuenta plaquetaria, las muestras 5y 29 (6.66%)
presentan valores disminuidos; en el caso de la muestra 5 el valor bajo es causados por la
guimioterapia recibida contra el cadncer que presenta el canino. La muestra 29 también
tiene valores bajos, pero estos no son considerables debido a que casi alcanzan el rango
inferior de cuenta plaquetaria. Las muestras 12 y 22 (6.66%) muestran valores elevados.
Las demas muestras (86.66%) se encuentran dentro de parametros normales.

Cabe mencionar que a partir de los datos obtenidos en cada una de las pruebas que
corresponden a la biometria hemadtica, se procedié a determinar el porcentaje de
reduccién después del tratamiento con SES , donde se observa que ninguna muestra
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obtiene mas del 5% de reduccién de un total del 100% , por lo que subjetivamente no
tiene una alteraciéon considerable.

Por otro lado también se realizé la prueba de “t de Student para muestras apareadas”,
esta es una prueba estadistica en la cual se exige dependencia entre muestras, es decir, en
la que hay dos momentos uno antes y otro después. Con ello se entiende que en el primer
periodo, las observaciones serviran de control o testigo, para conocer los cambios que se
susciten después de aplicar una variable experimental. Con la prueba “t de Student” se
comparan las medias y las desviaciones estandar del grupo de datos y se determina si
entre esos parametros las diferencias son estadisticamente significativas o si solo son
diferencias aleatorias.

Cabe mencionar que los resultados arrojados se obtuvieron con un 95% de confianza y en
el cual se asevera que si hay diferencia significativa entre antes y después del tratamiento
con SES con respecto a la disminucién del nimero de células, valor de hematocrito y
hemoglobina. Los resultados obtenidos por dicha prueba eran esperados ya que
obviamente habra diferencia, primeramente debido a las diluciones realizadas de sangre
con SES mas SSFE (dilucion 1:8) que provoca una disminucion en los resultados después
del tratamiento, otra cuestién que puede surgir es que en el momento de procesar las
muestras también puede caber la posibilidad de que queden residuos de sangre en
pipetas y puntillas de micropipeta, lo que también provoca una disminucion en los valores.

Posteriormente para evaluar la morfologia de eritrocitos y leucocitos se realizé una cuenta
diferencial. Los graficos 18, 19, 20, 21, 22 y 23 muestran el porcentaje de linfocitos,
monocitos, neutréfilos segmentados, neutréfilos banda, eosindfilos y basoéfilos
respectivamente, presentes en todas las muestras, en donde se observa que la mayoria
de las muestras no tratadas y tratadas con SES se encuentran dentro de los rangos
normales; a excepcion de la muestra 5 que tiene valores por debajo de lo normal, debido
a la quimioterapia recibida. Al realizar la observacién microscépica no se presenté alguna
alteraciéon morfoldgica en leucocitos, eritrocitos y plaquetas en muestras tratadas con
SES, como se muestran en las fotos 18 a 23.

Finalmente se realizé la prueba de LAL (Lisado de amebocitos de Limulus) por el método
Gel-Clot, este ensayo es un método sencillo y reproducible en el cual el reactivo de LAL
forma un codgulo o gel en presencia de endotoxinas, las cuales forman parte de la porcion
externa de la pared celular de las bacterias gram-negativas, estas bacterias tienen una
membrana externa que rodea la capa de peptidoglucano de la pared celular. Esta
membrana externa consiste en lipoproteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS). La
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porcion lipidica de los LPS, denominada lipido A, es la endotoxina, la cual provoca
reacciones febriles al entrar en contacto con el torrente sanguineo. ’

El lisado de amebocitos de Limulus es un extracto acuoso de células sanguineas
(amebocitos) del cangrejo herradura (Limulus polyphemus). Howell describio la
coagulacion de la sangre de Limulus en 1885. *°En los afios cincuenta del siglo XX, en el
Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Massachusetts (EE.UU.), Bang descubrié que
las bacterias gramnegativas provocan la coagulacion de la sangre de Limulus?
Posteriormente, Levin y Bang determinaron que la reaccidon es enzimatica y que las

36, 37, 38

enzimas se encuentran en granulos de los amebocitos. Dichos autores demostraron

gue la coagulacién la inicia un componente estructural exclusivo de la pared celular

3638 Actualmente se sabe que la

bacteriana, denominado endotoxina o lipopolisacarido.
reaccion consiste en una cascada de pasos de activacién enzimatica que terminan con la
escision de la proteina, que es coagulégena. El producto insoluble de la escisién del
coagulégeno (coagulina) se une por interaccidn idnica. Si se forma suficiente coagulina,

aparece turbidez, seguida de la formacién de un coégulo de gel.*’

La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), utilizada de acuerdo con las pautas
de la Food and Drug Administration (FDA) estadounidense, puede sustituir a la prueba de
pirégenos (prueba en conejos) de la U.S. Pharmacopeia (USP) para el control del producto
terminado de «farmacos inyectables para humanos (incluidos los productos biolédgicos),
farmacos inyectables para animales y productos sanitarios (OPS, 2008). Ademas se debe
realizar a cualquier producto que tenga contacto con sangre y fluidos corporales y que por
lo tanto pueda contener endotoxinas bacterianas que accionarian una respuesta
pirogénica.”®La prueba del LAL también estd recomendada para la evidenciacién de
endotoxinas en materias primas utilizadas en procesos de produccién, incluida el agua y
para la vigilancia de las concentraciones de endotoxinas durante dichos procesos.®’

En el presente trabajo se realizé la prueba de LAL por el método de Gel Clot a todas las
soluciones utilizadas, para lo cual se trabajé con reactivos vigentes de potencia certificada
y material apirégeno. En la foto 24 se muestra la serie de tubos correspondientes a cada
solucidn a evaluar, se observa que Unicamente hay presencia de endotoxinas en SG y en
agua de grifo. La presencia de estas en SG se debe a que dicha solucién fue manipulada
durante todo el proceso de experimentacidn por lo cual pudo haberse contaminado y asi
haber adquirido residuos bacterianos. Ademas cabe mencionar que se realizo una prueba
de esterilidad a la SG y esta fue satisfactoria al no presentar crecimiento bacteriano. Por
ello se puede decir que un producto estéril puede implicar la presencia de pirégenos,
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aunque se recomienda realizar una prueba correspondiente para indicar el rango
permisible de ellos en la solucién.

Por otro lado en el caso de agua de grifo, la presencia de endotoxinas fue positiva debido
a que el agua contiene una pequefia cantidad de contaminantes microbioldgicos que se
encuentran dentro de limites admisibles para el consumo humano, y como la sensibilidad
de esta prueba es alta, se detecto la presencia de estas. Sin embargo, dependiendo de la
region o de la toma de donde provenga, puede contener elementos en concentracién
variable que interfieren en el tratamiento de purificacién.®

Asi mismo, es de suma importancia saber que la SES concentrada y diluida (1:8), asi como
la SSF no tienen presencia de endotoxinas, por lo cual esta prueba es satisfactoria y por
ello es viable para la utilizacién parenteral.

También es importante mencionar que recientemente se realizo la evaluacion in vitro de
la SES con el virus del Distemper canino, el cual causa problemas neuroldgicos,
gastrointestinales y respiratorios en perros. Dicho estudio se realizd en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM por el Dr. José Alberto Cano, el cual fue
presentado en el 8vo. Congreso de Virologia 2013. En dicha evaluacion se prueba el uso de
la SES con el virus del Distemper canino a diferentes concentraciones y con tiempos de 30
segundos, 5 y 30 minutos previos a la infeccién de las células. Los resultados preliminares
mostraron una disminucién de la presencia de Efectos Citopaticos (ECP) en células MDCK a
partir de una concentraciéon de 3.5 ppm. Cabe mencionar que ademas se pretende
cuantificar el porcentaje de inhibicién de replicacién del virus en esta linea celular asi
como evaluar la viabilidad celular en presencia de la SES, también determinar su efecto
en diferentes virus de importancia veterinaria y humana.

Por lo cual el uso de la SES ofrece la oportunidad de eliminar la infectividad del virus y
disminuir y/o evitar la posibilidad de infectar a nuevos hospederos.*?

Finalmente, al recopilar los resultados obtenidos durante toda la experimentacion, se
puede mencionar que la SES al estar diluida con SSF (1:8) es una gran opcién para
utilizarse como tratamiento intravenoso a caninos, ya que esta no altera la morfologia de
las células presentes en la sangre, ademas de ser una solucidon que es atoxica e inocua
hacia los tejidos, y sobre todo a esta dilucidon posee efecto germicida; por consiguiente
auxiliard de manera satisfactoria al canino que presente alguna enfermedad relacionada
con ciertos microorganismos ya que al recurrir primeramente ante cualquier sintoma de
deshidratacion causada por dicha patologia entonces el canino podra recuperar la salud
de manera rapida y satisfactoria.
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9. Conclusiones

Se logrdé determinar la actividad microbicida de la SES evaluandola con la NMX-BB-040-
SCFI-1999.

La SES concentrada en contacto con sangre, lisa completamente a los eritrocitos.

Se realizo la prueba de lisis de sangre de perro a SSF, SH y SG mezclada con SES a
distintas diluciones, encontrando que la éptima fue de 1:8, excepto SH que presenta
lisis en todas las diluciones.

Se establecié que la SES con SSF dilucién 1:8 en presencia de sangre, no lisa ni altera
morfolégicamente a las células sanguineas.

Se determind que la SH y SG con SES dilucion 1:8 en presencia de sangre presentaron
formacion de coagulo, hemolisis, precipitacion de eritrocitos, aglutinacién y crenacion,
por ello no son aceptables para coadyuvar como solucion intravenosa.

Se evalué la presencia de endotoxinas en SES, SSF, SH, SG y en agua de grifo mediante
la prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus, encontrando que Unicamente existe
presencia de endotoxinas en SG y en agua de grifo.

10. Perspectivas

Se recomienda aumentar el nimero de muestras de sangre para poder realizar un
mejor tratamiento estadistico.

Seguir investigando la mezcla de SES con SSFE intravenosamente en caninos
diagnosticados con enfermedades diarreicas que causan deshidratacidn grave, viremia
y por consecuencia la muerte de los animales.

En una siguiente etapa de investigacidn, trasladar el uso de la Solucién Electrolizada de

Superoxidacidn con Solucién Salina Fisioldogica Estéril en sangre humana, para un
posible combate a virus: VIH, Hepatitis B, Hepatitis C; etc.
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