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l. RESUMEN

En este estudio se determind la seroprevalencia de Dirofilaria immitis en 136 perros
de dos municipios del Estado de Puebla, utilizando un anticuerpo policlonal para detectar
antigenos en suero de D. immitis en ensayos inmunoenzimaticos ligados a enzimas
(ELISA). La eficacia del ensayo se compard con la prueba modificada de Knott. El
anticuerpo policlonal utilizado en el ELISA directo se caracteriz6 por una alta sensibilidad
(100%) y especificidad (100%) para los municipios de Tecamachalco y Quecholac Puebla
muestreados. El area bajo la curva fue de 1 para los dos ensayos de los dos municipios, lo
que representd una prueba de alta precisién. ElI punto de corte para el municipio de
Tecamachalco fue de 0.50 y para Quecholac de 0.49. La prevalencia de D. immitis para el
municipio de Tecamachalco Puebla fue de 10.81% y para el municipio de Quecholac fue de
8.06%; mientras que la prevalencia para el estudio fue de 9.56%. Este estudio demuestra
que el anticuerpo policlonal anti-D. immitis puede utilizarse con éxito para diagnosticar la
infeccion por D. imittis en perros y monitorear efectivamente la prevalencia para plantear

estrategias de prevencion contra la dirofilariasis.



1. INTRODUCCION

Dirofilariasis es una enfermedad de origen zoon6tico y emergente que puede poner en
riesgo la vida de los perros, gatos y animales silvestres, en especial carnivoros, en
ocasiones puede ser transmitida al humano, aunque se han detectado pocos casos de la
enfermedad en los humanos. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que esto
pueda cambiar en un futuro, por efecto de los cambios en el medio ambiente ideales para el
desarrollo de los vectores, la cantidad de animales que cada dia son mas propensos a la
enfermedad entre otros factores, esto promueve que cada vez sea mas comuln encontrar
perros en todo el mundo infectados de dirofilaria y por ende mayor exposicion de los
humanos.

Los mosquitos son los principales transmisores. Varias especies de los géneros Culex
spp. Aedes spp. y Anopheles spp. intervienen en la transmision de este parésito (Mendoza et
al., 2020). Desde el punto de vista epidemioldgico la enfermedad suele ser mas prevalente
en lugares donde las condiciones son 6ptimas para el desarrollo del vector. Las zonas donde
los climas son tropicales y subtropicales son las mas vulnerables.

Los causantes de la mayoria de los casos de dirofilariosis en seres humanos y
animales, son D. immitis y D. repens, ambos nematodos pertenecen al género Dirofilaria 'y
son especies de importancia en medicina veterinaria y humana.

Aunque ambas especies causan la enfermedad la forma adulta de cada nematodo se
alberga en un lugar diferente para desarrollarse dentro del cuerpo del animal, en el caso de
D. immitis los nematodos adultos se han localizado en los grandes vasos, especificamente

en la arteria pulmonar y vena cava, y en organos como el corazén. En cambio, la forma



adulta de D. repens se ha encontrado en tejido subcutaneo, dando asi a cada uno una forma
distinta en su desarrollo y una posible diferenciacion en su diagnostico.

Los signos clinicos se desarrollan de forma gradual y generalmente comienzan con
una disminucion de la tolerancia al ejercicio, tos cronica que progresa a disnea de moderada
a severa, postracion, ascitis, caquexia y sincope o excitacion posterior al ejercicio (Venco et
al., 2005). La muerte de los animales generalmente ocurre debido a una insuficiencia
cardiaca del lado derecho (Bendas et al., 2022).

La forma para diagnosticar la enfermedad puede incluir varios componentes entre los
que destacan un ecocardiograma, radiologia y un hemograma completo, sin embargo, no
hay una prueba rapida y especifica que pueda detectar la enfermedad, aunado a todo ello,
también se pueden incluir pruebas como electrocardiografia que pudieran ser de gran
utilidad en los casos mas avanzados.

El ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) es usado para la deteccion de
antigenos y anticuerpos de virus o bacterias, los anticuerpos son proteinas que produce el
sistema inmune para proteger al organismo cuando este detecta sustancias dafiinas llamadas
antigenos, en cambio los antigenos son sustancias que se pueden producir dentro del
organismo derivado de enfermedades autoinmunes o externas producidas por virus o
bacterias inclusive, por algin alimento consumido por animal.

En México se han realizado varios estudios epidemiologicos con la finalidad de
detectar la presencia de esta enfermedad en toda la Republica Mexicana, lo que ha arrojado
datos sobre que su prevalencia se concentra mayormente en las regiones tropicales, pues
como ya se ha mencionado anteriormente, el clima es uno de los factores predisponentes,

ya que favorece la reproduccion de los mosquitos portadores de dicha enfermedad.



Los factores que rodean la enfermedad son muchos, dando asi méas probabilidades de
desarrollo para los vectores, el aumento de los mosquitos en las zonas, el cambio climatico
que afecta al planeta, las escasas pruebas especificas para la deteccién temprana de
dirofilaria y la falta de informacion de los propietarios favorece el aumento de casos de esta
Zoonosis.

Por ello, es necesaria e indispensable la investigacion encaminada a encontrar mas
pruebas que ayuden con el diagndstico de dirofilaria, los resultados serian un avance y una
puerta abierta para el futuro de nuevas y mejoradas formas de diagnostico, con lo que se
lograria una deteccién temprana de la enfermedad en nuestras mascotas y posteriormente

un tratamiento oportuno, logrando asi una mejor salud.



I1l.  MARCO TEORICO

3.1 Dirofilariasis

La dirofilariasis es una enfermedad de origen zoonoético y de importancia para la
salud publica tanto en medicina veterinaria como en medicina humana, los principales
hospedadores son los perros, sin embargo, también pueden ser afectados otras especies de
mamiferos, se transmite de forma directa a través de la picadura del mosquito, dando lugar
a una infeccion que puede desarrollarse subcutaneamente o en algin 6rgano como el
corazon, por ello a esta enfermedad también se le puede conocer como gusano del corazén.
Los signos pueden ser variados, dependiendo del lugar de desarrollo y en algunos casos los
animales afectados pueden no tener signos de la enfermedad, es decir, no llegar a presentar
ningun signo. Entre los nematodos transmitidos por mosquitos con potencial zoonético,
Dirofilaria repens y Dirofilaria immitis (Spirurida: Onchocercidae) juegan un papel
importante desde una perspectiva de salud publica. Dirofilaria immitis causa una
enfermedad grave (dirofilariosis) en perros y otros carnivoros y ocasionalmente infecta a
humanos, mientras que D. repens generalmente causa una infeccién subcutanea no
patdgena (Capelli et al., 2018). Dirofilaria immitis suele alojarse en el corazon y en las
arterias pulmonares, mientras que D. repens se ha encontrado subcutaneamente.

Se han estudiado varios farmacos para prevenir y curar la enfermedad, sin embargo,
aun queda un amplio campo por descubrir y un largo camino por recorrer para poder
erradicarla por completo, ademas de que los viajes, el clima y la falta de informacion por
parte de los lugarefios son algunos de los factores que favorecen el desarrollo de la

enfermedad, lo cual hace més dificil su eliminacion.



3.2 Historia

La primera observacion de D. repens probablemente fue reportada en un ser humano
en 1566 por Amato Lusitano, un médico portugués, quien declaré en su Curationum
Medicinalium Centuriae “puella trima... per oculi internam partem, quam angulum
magnum appellamus, a jumbrici cuius dam caput appere coepis...” (en una nifia de 3 afos,
en la zona que llamamos gran angulo del ojo, de repente empezé a aparecer la punta de un
gusano que a veces se sitla en el ojo haciendo su opacidad) entre 1864 y 1879, se
publicaron tres informes en Europa (ltalia y Hungria) sobre infecciones humanas
subcutaneas y oculares, antes del articulo de Addario sobre Filaria conjunctivae, méas tarde
considerada sindbnimo de D. repens. Ercolani demostré que cuando no se encuentran
gusanos en el corazon de los perros microfilarémicos, por lo general estan presentes en el
tejido conectivo subcutaneo o en otros sitios del cuerpo, lo que sugiere que dos especies de
Dirofilaria estan involucradas en las infecciones por filarias caninas (Capelli et al., 2018).

En 1911 fue descrita y nombrada por primera vez en base de muestras enviadas por
Bonvicini, un profesor clinico de Bolonia. Algunos afios mas tarde, se elucid6 el desarrollo
L1-L3 del parasito en el huésped intermediario del mosquito. En cuanto a la presentacion
clinica de la infeccion, se informd dermatitis por D. repens en perros, aunque no se
proporciond evidencia etiolégica clara (Capelli et al., 2018). Dirofilaria immitis o0 gusano
del corazon fue visto por primera vez en una necropsia hecha por Francesco Birago en un

perro de caza de su propiedad en 1626.



3.3 Agente etioldgico

Es causada por dos tipos de nematodos D. immitis y D. repens. En D. immitis, los
gusanos adultos se alojan en la arteria pulmonar y el ventriculo derecho del corazon del
perro. Los mosquitos hembra ingieren las microfilarias, dentro de las cuales realizan dos
mudas sucesivas hasta que las larvas del tercer estadio (L3) se inoculan en el hospedador
definitivo durante la siguiente ingesta de sangre. En humanos, los gusanos inmaduros se
embolizan en las microarterias pulmonares, lo que da lugar a la formacion de nddulos
pulmonares benignos (dirofilariosis pulmonar), de los cuales la mayoria de los casos son
asintomaticos (Mendoza et al., 2020).

Las microfilarias del gusano del corazon del perro D. immitis presentan una
subperiodicidad sin picos diurnos o nocturnos claros, donde se observa un patron de ondas,
pero las microfilarias no desaparecen por completo de la sangre periférica (Jitsamai et al.,
2021).

Mientras que las formas adultas de D. repens suelen desarrollarse en el tejido
subcutaneo de perros y gatos, dejando al ser humano solo como un huésped accidental, ya
que, los nematodos no tienen la capacidad de desarrollarse y migrar a la forma adulta que
es la que produce microfilarias dando asi, muy pocos casos de dirofilariosis en humanos.

La temperatura umbral para permitir la maduracién del parésito hasta la etapa
infectiva dentro del mosquito es de 14°C; existe una relacién lineal entre la tasa de
desarrollo del paréasito y las temperaturas de 18°C a 34°C. La cantidad requerida de calor
para el desarrollo larval hasta la etapa infectiva es de 130 unidades de desarrollo del gusano
del corazdn, que se define como la suma acumulada de la media diaria de edad por encima

del umbral de temperatura de 14°C en un periodo de 30 dias (McGill et al., 2019).



Algunos mosquitos son capaces de pasar el invierno; sin embargo, se supone que el
efecto de los mosquitos que pasan el invierno en el patron general de transmision del
gusano del corazén es insignificante (McGill et al., 2019). En un estudio realizado en Iran
en 2020, se recolectaron 67 gusanos filariales, incluidos 41 parasitos hembras y 26 machos,
del sistema cardiovascular de 43 perros callejeros, que se sometieron a microscopia optica y
electronica de barrido (SEM) (Khanmohammadi et al., 2020). EIl resultado microscopico
arrojo lo siguiente. La morfologia general de estos gusanos adultos era cilindrica con
cuerpo alargado de color gris blanquecino, cuticula estriada transversalmente y los machos
eran mas pequefios que las hembras. Las colas de las hembras eran rectas, grandes y
redondeadas, mientras que las colas de los machos estaban enrolladas. La porcion cefalica
era radialmente simétrica y redondeada. Los parasitos tenian piezas bucales especializadas.
La abertura oral no contenia labios en el aro. El aparato bucal estaba rodeado por cuatro
pares de pequefias papilas cefalicas con un par de anfibios laterales. El eséfago constaba de
dos partes que incluian una porcion faringea muscular (corpus) corta y espaciosa y un area
glandular ancha (istmo) junto con células glandulares marginales. La parte posterior del
esofago era moderadamente redondeada y el anillo nervioso rodeaba alrededor de 1/3 de la
seccién longitudinal del es6fago. En la flecha gruesa muestra un aparato vulvar en la unién
esofago-intestino. La parte anterior del intestino se expandio. Aunque la hendidura del
gusano era detectable debajo de la cabeza y cerca del es6fago, los deiridos laterales no
estaban bien desarrollados y situados aproximadamente en el nivel medio del es6fago. No
se observo diferencia entre extremos anteriores en ambos sexos. La parte inferior de los

gusanos machos era espiral y estaba completamente torcida (Khanmohammadi et al., 2020).



3.4 Dirofilaria immitis

Dirofilaria immitis es un nematodo que infecta a los canidos en todo el mundo, asi
como a otras especies de mamiferos, incluidos los humanos. La relacion parasito-canido
permite que los perros alberguen un gran ndmero de parasitos adultos y mantengan las
larvas circulando en su torrente sanguineo hasta por 2 afios (Bendas et al., 2022).

Los gusanos y los perros estan bien adaptados entre si, 1o que convierte a los perros
en el mejor huésped urbano del parasito. Sin embargo, el 30% de los perros no presenta
suficientemente microfilaremia, es decir, la baja carga larvaria dificulta la transmision por
mosquitos y el diagndstico por su deteccion en las muestras de sangre. Por lo tanto, el
diagnostico canino debe incluir siempre una prueba de microfilarias y pruebas serolégicas
para detectar antigenos de gusanos adultos (Bendas et al., 2022)

Preocupantemente, se ha informado de D. immitis en varios pinnipedos, como la foca
de capucha (Cystophora cristata), las focas comunes cautivas (Phoca vitulina) en Canada,
Portugal y Corea, los lobos marinos africanos (Arctocephalus pusillus) en el parque grafico
inanoceadnico en Portugal y leones marinos de California (Zalophus californianus) en
parques zooldgicos de Florida, Luisiana y Japén con muertes y signos clinicos como
insuficiencia cardiopulmonar, tos y dificultad para respirar (Culda et al., 2022).

Se distribuye principalmente en climas tropicales y subtropicales y depende
principalmente de factores ambientales, como la temperatura y la humedad, ademas del
comportamiento humano, como la instalacion de sistemas de riego, viajes con mascotas y
nuevos desarrollos urbanos, que favorecen la presencia y proliferacion de sus vectores de

transmision (Mendoza et al., 2020).
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Sin embargo, esto no deja libre de la enfermedad a las zonas donde persiste el clima
frio ya que, si se han reportado casos de dirofilaria, por ello la vigilancia constante de los
animales y humanos no debe dejar pasar las investigaciones y posteriores analisis en caso
de sospecha o al estar expuesto por viajes constantes a zonas tropicales y por supuesto el

hecho de trabajar con animales.

3.5 Dirofilaria repens

El nematodo D. repens es responsable de la dirofilariasis subcutanea canina y es el
principal agente de la dirofilariasis humana en el Viejo Mundo. Los gusanos adultos de D.
repens viven en los tejidos conjuntivos subcutaneos e intramusculares de los perros y otros
carnivoros. Las hembras, como viviparas, liberan el primer estadio larvario (L1) en la
sangre periférica después del apareamiento. EI L1 es recogido por un mosquito mientras
chupa sangre, se convierte en la segunda etapa larval (L2) y finalmente a la etapa infectiva
(L3) que migra hacia la probdscide para ser transmitida a un nuevo huésped (Barlozzari et
al., 2021).

Para la transmision exitosa de D. repens L3 a un huésped canino (u otro vertebrado),
un mosquito infectado debe sobrevivir al menos durante el tiempo de incubacion extrinseca
hasta que la L3 altamente movil haya alcanzado la proboscide. Ademas, la especie de

mosquito debe ser endémica en las localidades donde hay perros para adquirir y transmitir
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la infeccidn, y debe tener una preferencia particular por los caninos para picar. Por lo tanto,
esto hace que las especies de mosquitos con una preferencia de hospedador mamifero
presentes en localidades urbanas y suburbanas sean adecuadas para sustentar un ciclo

endémico de D. repens (Capelli et al., 2018).

3.6 Transmision

La transmisién de la enfermedad se da de manera directa a través de la picadura de un
mosquito. Existen muchos géneros de mosquitos, de los cuales se ha confirmado mediante
investigaciones que pueden transmitir la enfermedad. Las microfilarias ingresan al
mosquito durante la alimentacion de un perro infectado y llegan a la cabeza como larvas de
tercer estadio (L3) donde pueden transmitirse a nuevos individuos. Al ser picado por un
mosquito infectado, el L3, la etapa infecciosa de D. immitis, migra y puede convertirse en
la etapa adulta en perros y gatos, que a menudo desarrollan la enfermedad clinica. (Scavo et
al., 2022)

Varias especies de los géneros Culex spp., Aedes spp. y Anopheles spp. intervienen en
la transmision de este parasito. Estas especies representan un riesgo constante de infeccion
porque se alimentan tanto de huéspedes animales como humanos (Mendoza et al., 2020).
Esta especie se da principalmente en climas tropicales y subtropicales, siendo la
temperatura y la humedad los principales factores que favorecen la presencia y
proliferacion de mosquitos culicidos como vectores de la enfermedad (Mendoza et al.,

2020).
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No podemos descartar que en otros paises haya otras especies de mosquitos vectores
de la enfermedad, pues en un estudio realizado en el estado de Florida se realizé una
encuesta a personas residentes de la zona para saber su conocimiento acerca de
dirofilariosis y posteriormente se realizo la recoleccion de muestras de larvas de mosquitos
en las propiedades de los propietarios encuestados. Los resultados el estudio mostro que de
las personas encuestadas no sabian que los mosquitos eran portadores de la infeccion ni
mucho menos el alcance que pudiera llegar a tener. Sin embargo, de las 28 especies de
mosquitos recolectadas, Anopheles quadrimaculatus, Culex erraticus, Culex nigripalpus,
Coquillettidia perturbans, Culiseta inornata, Aedes albopictus y Aedes aegypti dieron
positivo para la infeccion por D. immitis lo que sugiere que hay mas mosquitos portadores
de la enfermedad de los que se tiene conocimiento (Ledesma et al., 2019).

Un estudio reciente realizado en Chiang Mai en Tailandia observd casos de D.
immitis en todas las clases de altitud (0 a >800 m), probablemente debido a la amplia gama
de especies de mosquitos, que son vectores potenciales de transmision, con ello podemos
ampliar mas el campo de investigacion sobre esta enfermedad en zonas donde el climay la
altitud no son favorables para el desarrollo del mosquito transmisor (Kaikuntod et al.,

2021).
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3.7 Signos y sintomas

Los signos clinicos se desarrollan gradual y generalmente comienzan con una
disminucion de la tolerancia al ejercicio, tos cronica que progresa a disnea de moderada a
severa, postracion, ascitis, caquexia y sincope o excitacion posterior al ejercicio (Bendas et
al., 2022). La infeccidn cronica conduce a la migracion retrograda de los adultos hacia la
auricula derecha y la vena cava, lo que provoca la desviacion de la valvula tricispide, lo
que genera signos clinicos de insuficiencia cardiaca derecha (Jitsamai et al., 2021).

Aungue muchos perros infectados por D. immitis no presentan signos, si no se tratan,
pueden desarrollar complicaciones cardiorrespiratorias inespecificas y variadas que pueden
ser mal diagnosticadas y confundidas con otras enfermedades (Lemos et al., 2022).

Los sindromes clinicos tipicamente asociados con la infeccion por D. repens en
perros son la dermatitis nodular multifocal, generalmente localizada en la cara, y la
dermatitis prurigo papular (Simén et al., 2012). Los signos dermatolégicos, como prurito,
eritema, papulas, alopecia focal/multifocal, hiperqueratosis, formacion de costras, nddulos,
acantosis, eczema, pioderma y edema, pueden aparecer y también reaparecer
estacionalmente en asociacion con la infeccion por D. repens (Barlozzari et al., 2021).

Las lesiones ultraestructurales descritas con mayor frecuencia son el engrosamiento y
la vacuolizacion de la membrana basal glomerular (GBM), la proliferacién de células
mesangiales y el borramiento del proceso podal. Los depésitos de inmunocomplejos se
encuentran con frecuencia en el GBM y el mesangio. Aungue las lesiones glomerulares
pueden ser pronunciadas, la insuficiencia renal y la azotemia generalmente no estan
presentes. La albuminuria y la proteinuria son caracteristicas de la disfuncién glomerular y

se asocian comunmente con la enfermedad del gusano del corazén. Como la albuminuria a
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menudo precede a la proteinuria, su medicion puede ser util en el reconocimiento temprano

del dafo glomerular (Falus et al., 2023).

3.8Diagnostico

Si bien existe una prueba répida para el gusano del corazon del perro D. immitis, no
hay pruebas similares disponibles para detectar animales infectados con D. repens, lo que
convierte a los perros no diagnosticados en la principal fuente de infeccion para otros
perros y humanos (Capelli et al., 2018; Barlozzari et al., 2021).

Un hemograma completo puede confirmar el diagnéstico de anemia y otras
enfermedades que pueden justificar el antecedente. La radiografia de torax permite
identificar anomalias en el parénquima pulmonar, la trdquea, los bronquios principales o
incluso estructuras intratoréacicas no relacionadas con los pulmones, que pueden causar tos,
disnea, cansancio y cianosis. La radiografia de tdrax también puede detectar cambios en la
silueta del corazon, lo que puede sugerir la presencia de una enfermedad cardiaca (Lemos
etal., 2022).

La ecocardiografia es el estdndar de oro para diagnosticar anomalias cardiacas
morfofuncionales. La enfermedad cardiaca es una causa comun de tos, aunque la
ecocardiografia puede identificar la presencia de D. immitis en la arteria pulmonar o en las
cavidades derechas del corazon, tiene baja sensibilidad para el diagnéstico de infeccion. Por
lo tanto, las pruebas de antigenos y microfilarias se consideran las ayudas estandar para el

diagnostico de infeccién (Lemos et al., 2022).
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El diagndstico de la infeccion por D. immitis en perros se basa en la deteccion del
antigeno circulante producido en gran medida por gusanos hembra adultos junto con una
prueba de deteccion de microfilarias (MFDT) (Negron et al., 2022). Hay una variedad de
MFDT en uso con diferentes sensibilidades, incluido el frotis directo, la prueba del tubo de
microhematocrito o el examen de capa leucocitaria, y la prueba modificada de Knott (MK).
El frotis directo y la prueba del tubo de microhematocrito son métodos de prueba menos
sensibles y no permiten la identificacion a nivel de especie de las microfilarias (mf)
presentes, pero se usan con mas frecuencia en entornos de practica. La prueba MK es un
método mas sensible para detectar mf, ya que es una técnica de concentracion y permite
evaluar la morfologia de mf bajo microscopia, lo cual es necesario para diferenciar D.
immitis de otros nematodos filarioides (Negron et al., 2022).

Muchos kits comerciales, incluidos el ELISA y métodos rapidos con tiras reactivas,
estdn disponibles para el serodiagnodstico de dirofilariasis en perros; sin embargo, el
principal problema es la reactividad cruzada con otras infecciones parasitarias,

comunmente encontrada en perros domésticos (Khanmohammadi et al., 2020).

3.9 Tratamiento

En cuestion de tratamiento y prevencién, en un ensayo donde se estudiaron a 48
perros Beagle machos y hembras criados en instalaciones especificamente a prueba de

mosquitos, se sometieron a un tratamiento con diferentes farmacos durante 11 meses a fin
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de analizar su efectividad y prevencién ante los mosquitos de D. immitis, donde el resultado
fue que no se recuperaron gusanos del corazon de los perros tratados (McTier et al., 2019).
Se necesitan nuevas opciones de tratamiento para proteger eficazmente a los perros
de esta amenaza. En estudios de eficacia de laboratorio, la moxidectina ha demostrado la
mayor potencia de todos los medicamentos probados como preventivo oral contra D.
immitis. La moxidectina administrada a una dosis de 0.5 pg/kg, 60 dias después de la
inoculacién de L3 D. immitis fue 100 % eficaz. En comparacion, en estudios separados, la
ivermectina fue 100 % eficaz a una dosis de 2 pg/kg cuando se administré 30 dias después
de la inoculacion, mientras que la milbemicina oxima proporcion6 una eficacia del 100% a
0.5 mg/kg dosificados 60 dias después de la inoculacion (Kryda et al., 2019). Otros
farmacos usados comunmente como preventorios de la enfermedad incluyen milbemicina,

ivermectina, selamectina, eprinomectina.

3.10 Factores de riesgo

Muchos factores influyen en la transmision del gusano del corazén, incluidos los que
afectan a las poblaciones de mosquitos. Las precipitaciones, la vegetacion y la humedad
pueden afectar la reproduccién y, en consecuencia, afectar la transmisién de D. immitis.
Los mosquitos también requieren calor; las grandes ciudades pueden producir islas de calor
creando condiciones mas favorables para la reproduccion de mosquitos en comparacion con
los entornos rurales (McGill et al., 2019).

Las infecciones naturales de dirofilariasis canina aumentan el riesgo de transmision a

humanos. Se ha encontrado que el riesgo relativo de dirofilariasis canina esta relacionado
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con varios factores, por ejemplo, la vida al aire libre, la falta de prevencion del gusano del
corazén y la exposicion a vectores infectados (Kaikuntod et al., 2021). En humanos, la edad
y el sexo pueden considerarse factores de riesgo de exposicion a D. immitis (Mendoza et
al., 2020).

El aumento de la temperatura y la humedad globales es una ventaja para la
propagacion de mosquitos y también mejora la eficacia de la transmision de patdgenos a
través de enfermedades transmitidas por mosquitos, como el dengue, la malaria y la

filariasis linfatica (Jitsamai et al., 2021).
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IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta donde sabemos, no se han reportado estudios sobre la prevalencia de D. immitis

en muestras de suero de perros en diferentes municipios del Estado de Puebla.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la prevalencia de nematodos en perros de diferentes municipios de Puebla?.
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VI. HIPOTESIS

El neméatodo Dirofilaria immitis presenta una baja prevalencia en perros de diferentes

municipios del estado de Puebla.



20

VIil. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis en perros de diferentes municipios

del Estado de Puebla utilizando un ELISA directo empleando un anticuerpo anti-D. immitis.

7.2 Objetivos especificos

Obtener muestras séricas de perros de diferentes municipios de Puebla.

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti- D. immitis en perros utilizando un

ELISA directo.

Analizar si existe relacion entre la prevalencia de neméatodos en perros de diferentes

municipios de México.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

8.1 Obtencion de muestras positivas y negativas de D. immitis

Se obtuvieron 50 muestras sanguineas de un area endémica de la enfermedad,
ubicadas en el Estado de Guerrero con clima tropical. Se tomaron muestras de sangre (hasta
10 ml por perro) por venopuncion de la vena cefalica en tubos vacutainer con y sin
anticoagulante EDTA (acido etilendiaminotetraacético potasico). Las muestras fueron

etiquetadas individualmente y almacenadas en viales hasta su analisis.

8.2 Prueba modificada de Knott

Se utilizo la prueba de Knott para detectar microfilarias circulantes en animales con
una infeccién prepatente. Se mezclé un ml de sangre EDTA con 9 ml de formol al 2% en
un tubo de 12ml y se centrifugd durante 5 minutos a 5,000 rpm. Se desecho el sobrenadante
y se transfirieron dos gotas del sedimento a un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos y
se examind mediante microscopia Optica (aumento de 100x o 400x) para la deteccién e
identificacion morfologica de las microfilarias utilizando claves morfométricas segun
(Genchi et al., 2007).

La positividad o negatividad de cada muestra fue confirmada mediante una prueba
ELISA cualitativa (SNAP 4Dx Plus, ldexx Laboratory, Westbrook, Maine, USA) que

utiliza antigenos producidos principalmente por hembras adultas, siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Esta prueba tiene una sensibilidad y especificidad de 99.2%

and 100%, respectivamente.

8.3 Area de estudio y obtencion de muestras a analizar

Se obtuvieron un total de 136 sueros de perros de los municipios de Quecholac y
Tecamachalco del Estado de Puebla, los cuales se ubican en la parte este-centro de la
RepUblica Mexicana y tiene una superficie de 33,919 km?. El estado de Puebla (distrito de
Tecamachalco) tiene un clima templado (Cw) segun la clasificacion climatica de Képpen
modificada por Garcia (2004). La precipitacion media anual es de 586.3 mm; la
temperatura media anual es de 17.1°C, con una méxima de 22.4°C y una minima de
11.3°C, y la temporada de lluvias va de mayo a septiembre (INEGI 2017).

Las muestras séricas de los perros fueron obtenidas por conveniencia en base a la
disposicion de los propietarios-encargados a participar. Como criterio de inclusiéon y
exclusion se seleccionaron perros con méas de un afio de edad. Los animales fueron
sujetados con la ayuda del propietario y de un veterinario experto. Se obtuvieron muestras
de sangre individual de cada perro durante la visita a la clinica para cirugia de
esterilizacion, revision periddica, vacunacién anual o inspeccion rutinaria. Se realizo la
toma de muestra de sangre de cada animal mediante venopuncién cefélica en tubos
vacutainer sin anticoagulante y mantenidos a temperatura ambiente hasta la retraccion
visible del coagulo. Las muestras de suero se transportaron al laboratorio de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla en cajas isotérmicas. Los sueros obtenidos después de la
coagulacién se centrifugaron a 2000 x g durante 10 min, se dividieron en alicuotas y

almacenaron a -80 °C hasta su uso. Para cada muestra de perro, se recopilo informacion
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sobre la edad, sexo, raza y lugar de residencia en una hoja de calculo de Excel y la
informacidn completa fue un criterio de inclusion, seleccionando a los perros con méas de un

afo de edad.

8.4 Optimizacion de la concentracion de suero problema y anticuerpo secundario por
ELISA directo

Los antigenos del nematodo D. immitis en muestras sericas fueron determinadas
utilizando un ELISA indirecto empleando un anticuerpo policlonal comercial. Previamente,
se realizd una titulacion mediante el método checkerboard conocido como tablero de
ajedrez, que consistio en diluciones seriadas, para determinar la dilucién optima del suero
de perro y anticuerpo secundario. La absorbancia del ensayo se midié con el lector de

ELISA BioTek ELx800.

8.5 ELISA indirecto con muestras problema, controles positivos y negativos

Las placas de ELISA (Costar, Corning, USA) fueron sensibilizadas con 100 ul por
pozo con sueros problemas, controles positivos y negativos a una dilucién 1:10 con PBS,
durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente los pozos de las placas de ELISA fueron
lavados en cuatro ocasiones con PBS-T al 0.05%. Los sitios inespecificos se bloguearon
con 200 pl de albumina sérica bovina (BSA) al 10% en PBS-T por 1 h a 37 °C. Despueés de

tres lavados con PBS-T, las placas fueron incubadas con el anticuerpo policlonal de cabra
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anti-D. immitis (MyBioSource, Catalogo MBS6009306) conjugado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) a una dilucion de 1:2,000 en PBS-BSA 1% e incubadas durante 1 h a
37 °C. Nuevamente se lavaron los pozos como se describié anteriormente y el color de la
reaccion fue desarrollada mediante la adicion de 100 pl por pozo de sustrato 3, 3', 5, 5'-
tetramethylbenzidine (TMB, Sigma USA). La reaccion enzima-sustrato se paré con 50 ul
de H2SO4 4 N. Se midio y registro la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA (Biotek

ELX800).

8.6 Analisis estadistico

El limite inferior de positividad (punto de corte) se establecié para una sensibilidad y
especificidad dptimas utilizando la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) con un
intervalo de confianza (IC) del 95% para todas las muestras séricas de perro analizadas en
el ELISA indirecto. El criterio para determinar el valor de corte utilizando la curva ROC
consistié en seleccionar el punto que mostrara mayor sensibilidad y especificidad
simultaneamente. La precision de los valores del area bajo la curva (AUC) propuestos por
(Swets, 1988) considera los siguientes intervalos: no informativa (AUC < 0.5); precision
baja (0.5 < AUC < 0.7), precision moderada (0.7 < AUC < 0.9); y precision alta (0.9 <
AUC < 1). Para determinar si hay diferencias significativas entre la prevalencia de los
diferentes municipios del Estado de Puebla, se utiliz6 una prueba de chi-cuadrado. Los
datos fueron analizados utilizando el programa IBM SPSS 25 para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, USA).
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IX. RESULTADOS

9.1 Determinacidn de muestras positivas y negativas

De las 50 muestras obtenidas del Estado de Guerrero, 14 muestras fueron positivas a
la prueba modificada de Knott y confirmadas utilizando SNAP 4Dx Plus (Figura 1). El
punto de corte se establecid (0.35) calculando el valor promedio + 3 desviaciones estandar
(3SD) de 36 muestras negativas de suero obtenidas de perros del Estado de Guerrero que
previamente fueron negativas a microfilarias utilizando la prueba modificada de Knott y

confirmada mediante una prueba ELISA cualitativa (SNAP 4Dx Plus). 0.4
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Figura 1. Distribuciéon de las densidades opticas (450 nm) de 50 sueros del Estado de
Guerrero utilizando la prueba modificada de Knott y confirmada utilizando una prueba

ELISA cualitativa (SNAP 4Dx Plus).
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La media de la densidad oOptica de los sueros positivos fue 0.80 con una desviacion
estandar de 0.08, siendo en valor mas alto de 1.05 y el valor menor de 0.71.

Mientras que la media de la densidad Optica de los 36 sueros negativos fue de 0.38
con una desviacion estandar de 0.11, la muestra con la mayor densidad dptica fue de 0.49, y

la de menor valor fue de 0.18.

9.2 ELISA directo para muestras de perro de los municipios de Puebla

Se utilizd6 un ELISA directo para determinar la seropositividad de las muestras
obtenidas de dos municipios del Estado de Puebla. Para este propdsito, se utilizd un
anticuerpo policlonal obtenido de cabras inmunizadas con D. immitis y unido a peroxidasa
de rdbano. De las 136 muestras recolectadas, 74 fueron del municipio de Tecamachalco, y
62 pertenecian al municipio de Quecholac (Figura 2). De un total de 74 muestras séricas de
Tecamachalco, 8 fueron positivas a D. immitis, mientras que 66 fueron negativas a la
enfermedad. Para los sueros obtenidos del municipio de Quecholac, de un total de 62
sueros, 5 fueron positivos y 57 negativos a D. immitis. El punto de corte fue de 0.35, el cual
fue obtenido de las muestras negativas del Estado de Guerrero.

La prevalencia de D. immitis para el municipio de Tecamachalco Puebla fue de
10.81% (8 positivas de 74 muestras), y para el municipio de Quecholac fue de 8.06% (5

positivas de 62 muestras).
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Figura 2. Comparacion de la densidad Optica de sueros de perros positivos y
negativos para antigenos de D. immitis utilizando una ELISA directo en dos municipios del

Estado de Puebla. La linea horizontal muestra el punto de corte del ensayo (0.35).

Con la finalidad de obtener la sensibilidad y especificidad propia del ELISA directo,
se utilizaron curvas ROC para determinar los valores 6ptimos del ensayo para los dos
municipios (Figura 3 y 4). La sensibilidad y especificidad del ELISA para el municipio de
Tecamachalco Puebla fue de 100% y 100%, respectivamente (Figura 3). Mientras que la
sensibilidad y especificidad para el municipio de Quecholac fue de 100% y 100%,
respectivamente (Figura 4). El punto de corte para el municipio de Tecamachalco fue de
0.50 y para Quecholac de 0.49. Para ambos municipios y ensayos, la AUC fue de 1, por lo

que se considera una precision alta.
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Figura 3. Curva ROC construida con datos de densidad optica del ELISA utilizando
muestras de perro del Municipio de Tecamachalco. El &rea bajo la curva (AUC) muestra la
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Figura 4. Curva ROC construida con datos de densidad optica del ELISA utilizando
muestras de perro del Municipio de Quecholac. El area bajo la curva (AUC) muestra la
sensibilidad y especificidad del ensayo.

Se utilizo una prueba de chi-cuadrada para determinar si existian diferencias
significativas referente a la prevalencia para los municipios de Tecamachalco y Quecholac,
siendo p = 0.587 el resultado de la prueba estadistica, concluyéndose que no existe

diferencias entre ambos municipios.

X. DISCUSION

En este estudio, desarrollamos una prueba de ELISA directo para determinar
antigenos en suero de perros de D. immitis basados en anticuerpos policlonales generados
con antigenos de proteinas de hembras adultas de filarias. Inicialmente se obtuvieron 50
sueros para determinar su positividad o negatividad utilizando la prueba de Knott
modificada para detectar el nematodo y un ELISA (SNAP™ 4Dx® IDEXX) para su
confirmacion, la cual detecta antigenos del parasito. De un total de 50 sueros obtenidos en
el Estado de Guerrero, 36 muestras sanguineas fueron positivas y 14 negativas al nematodo.
La infeccion por D. immitis en perros suele diagnosticarse mediante ensayos
parasitologicos y seroldgicos, y finalmente se confirma mediante analisis moleculares. La
prueba de Knott modificada es el método parasitolégico mas popular entre las pruebas de
concentracion y se basa en la deteccion e identificacion de microfilarias de Dirofilaria spp.
en muestras de sangre. Sin embargo, los resultados de la prueba de Knott modificada
pueden verse alterados por infecciones ocultas, como se ha observado en hasta el 67% de

los perros positivos para D. immitis adultos (Panarese et al., 2020). Sin embargo, los
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resultados de la prueba de Knott modificada pueden verse alterados por infecciones ocultas,
como se ha observado en hasta el 67% de los perros positivos para D. immitis adultos (Otto,
1978).

Las pruebas seroldgicas como es el ELISA y las pruebas inmunocromatogréaficas para
la deteccion de antigenos somaticos y femeninos de D. immitis adultos estan disponibles
para las pruebas en el punto de atencion (POC) o para los laboratorios de diagnostico de
referencia. Las pruebas de antigenos son muy especificas para D. immitis (Panarese et al.,
2020). No obstante, pueden producirse reacciones cruzadas con antigenos de otros
nematodos como son D. repens, Angiostrongylus vasorum y Spirocerca lupi. Estas pruebas
también son muy sensibles, especialmente cuando las muestras se someten a métodos de
disociacion de complejos inmunes (DCI) antes de la prueba (Venco et al., 2017; Henry et
al., 2018). De hecho, se ha demostrado que el método de precalentamiento mejora la
deteccidn del antigeno tanto en infecciones experimentales como naturales por D. immitis
al liberar el antigeno del nematodo que esta unido a los anticuerpos del huésped (Beall et
al., 2017).

La sensibilidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un animal enfermo, es
decir, la probabilidad de que para un animal enfermo se obtenga en la prueba un resultado
positivo. Mientras que la especificidad, es la probabilidad de clasificar correctamente a un
animal sano, en otras palabras, la probabilidad de que para un animal sano se obtenga un
resultado negativo (Fletcher et al., 2012). En este ensayo, la sensibilidad y especificidad del
ELISA indirecto utilizando un anticuerpo policlonal para detectar antigenos en suero de
perros de D. immitis fue del 100% para los dos municipios del Estado de Puebla. Un
estudio en Brasil comparo las técnicas de microscopia Optica parasitolégica (MOP),

serologicas y moleculares para diagnosticar la infeccion por filarias. Se utilizo la prueba de
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Knott modificada para detectar microfilarias y ELISA (Snap™ 4Dx® IDEXX) para
detectar antigenos y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar ADN. El
19.4% de las muestras fueron positivas segun la microscopia. Mediante PCR, el 15.5%
fueron positivas. Utilizando ELISA, el porcentaje de positivad fue del 29.1%. Demostrando
que la sensibilidad del ELISA fue superior a la de la PCR o la microscopia (Trancoso et al.,
2020). Se utilizaron 175 perros en Rumania, de los cuales 21.14% resultaron positivos a
antigenos de D. immitis y cuando se utilizd la técnica de Knott modificada reveld un total
de 16.57% de muestras positivas para microfilarias (Girdan et al., 2015).

Una prevalencia del 9.56% fue obtenida en el presente estudio en los dos municipios
muestreados del Estado de Puebla, siendo caracterizado por un clima templado (Cw) segun
la clasificacion climéatica de Koppen modificada por Garcia (2004). La prevalencia de la
infeccion por D. immitis en el continente Americano varia mucho de un lugar a otro. En las
zonas con climas maés frios, como en Canada, la prevalencia suele ser mucho menor, pero
puede alcanzar hasta el 8.4%, como en el sur de Ontario. En Estados Unidos, la prevalencia
suele oscilar entre el 1% y el 12%, pero puede alcanzar mas del 40% en zonas altamente
endémicas. Desde México hasta Sudamérica, la prevalencia puede ser extremadamente alta,
como es 42% en la Costa del Golfo de México, 63.2% en el Caribe y 74% en Argentina
(Dantas-Torres and Otranto, 2020).

En los municipios de Cuautepec y Acapulco de Juarez, Guerrero, se obtuvieron
muestras sanguineas de caninos domésticos mayores de un afio. En el estudio se encontrd
una prevalencia de D. immitis en el municipio de Cuautepec del 15.68% y en Acapulco de
Juérez del 7.44% (Rodriguez et al., 2019). En la zona metropolitana de la ciudad de Puebla
México, se recolectaron 283 sueros de perros callejeros, las cuales se utilizaron para

detectar antigenos de D. immitis utilizando un kit comercial y la prueba de Knott para
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detectar microfilarias. La prevalencia de D. immitis en la poblacién canina callejera fue del
2.12% (Zumaquero et al., 2020). Un estudio realizado en ocho regiones geogréaficas de
México, que incluyo 1706 perros, 37.6% fueron positivos a D. immitis (Movilla et al.,
2016).

Los estudios indican que la prevalencia varia segun los factores ambientales, el clima
y las caracteristicas de la poblacion canina. Por ejemplo, la prevalencia suele ser de
moderada a alta en las regiones calidas y humedas de Brasil (Mendes-de-Almeida et al.,
2021). En un estudio realizado en el estado de Amazonas, norte de Brasil, los autores
detectaron una prevalencia del 44% basada en la deteccion de ADN de D. immitis (Soares
et al., 2014). Como corolario, un estudio sugirié que la prevalencia media era mayor en el
nordeste (29.7%), en comparacion con las regiones del sudeste (26.3%) y sur (13.2%) de
Brasil (Labarthe et al., 2014).

En Alemania, Paises Bajos y Francia la prevalencia de la infeccion es baja o los casos
de gusano del corazén son esporadicos, disminuyendo la prevalencia de D. immitis sobre
todo en las antiguas zonas endémicas, hiperendémicas. Por ejemplo, en el norte de Italia la
prevalencia disminuyo en tres décadas de >40% en perros a alrededor del 8% en perros con
duefio no tratados con farmacos preventivos y la mayoria de los veterinarios encuestados
actualmente han informado que no diagnostican mas de 5-20 casos clinicos anuales de D.
immitis e infecciones por D. repens en zonas hiperendémicas anteriores (Genchi et al.,
2019). En las Islas Canarias (Espafia) el descenso fue del 30% al 19% (Montoya-Alonso et
al., 2010) y Japdn del 46% en 1999-2001 al 23% en 2009-2011 (Oi et al., 2014).

En Madrid Espafia, la prevalencia de la infeccion por D. repens canina y felina es del
3% y 0.2%, respectivamente (Montoya-Alonso et al., 2017). En las regiones occidentales la

prevalencia promedio es del 5.8% (Diosdado et al., 2018), y del 2.8% en el sureste del pais
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(Catalufia y area de Barcelona) Montoya-Alonso et al., 2015. En Portugal continental, la
infeccion canina por dirofilarias endémica oscila entre el 4% en perros aparentemente sanos
y el 9% en perros clinicamente sospechosos.

Los datos de un gran estudio seroldgico (>80,000 muestras de suero) realizado en
Alemania han mostrado un 1.4% de resultados positivos para D. immitis en perros que
procedian de paises endémicos como Esparia, Portugal y Grecia (Vrhovec et al., 2017). En
Grecia, la prevalencia de la infeccidn canina por nematodos oscila entre el 0.7% y el 25%,
con los valores mas altos en las zonas septentrionales (Diakou et al., 2019; Tsiouris et al.,
2019). En Rumania, se encontraron prevalencias en perros del 3.6%-14%, dependiendo de
la zona encuestada, aunque la prevalencia de hasta el 42% se encontr6 en perros callejeros
en el sureste del pais. En Turquia, la prevalencia de D. immitis es del 0-18% (Genchi and
Kramer, 2020).

Uno de los principales factores que ha influido en la propagacion de la infeccién por
Dirofilaria es el cambio climatico, que ha provocado un aumento en la abundancia de las
poblaciones de mosquitos, que ha acortado el desarrollo extrinseco de los estadios
infecciosos y ha alargado la temporada de transmision. Otros factores criticos son la
introduccion del régimen de transporte de animales de compafiia en 2000, que ha facilitado
el desplazamiento de animales de compafiia por toda la Unién Europea, ademas de la
introduccion de nuevas especies de mosquitos invasores y competentes, como Aedes
albopictus y Ae. koreicus, la presencia de perros callejeros con alta prevalencia de infeccion
por dirofilarias (por ejemplo, 40% de prevalencia en Sofia, Bulgaria y 53.8% en Iran), y
una prevencion insuficiente en perros, principalmente en las nuevas areas de colonizacion.
Asi pues, los datos anteriores proceden de estudios realizados con diferentes alcances (por

ejemplo, evaluacién de la prevalencia en diferentes grupos de edad, sexo o raza), en
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diferentes zonas de un pais y con diferentes métodos de diagnostico (serologia antigénica,
analisis de sangre o métodos moleculares) (Genchi and Kramer, 2020).

Otro factor fundamental es la presencia de mosquitos capaces de actuar como
vectores de Dirofilaria. La distribucion geografica de la dirofilariosis estd directamente
relacionada con la de las poblaciones de mosquitos susceptibles. Varias especies de
mosquitos, principalmente de los géneros Culex, Aedes y Anopheles, han estado implicadas
en la transmision de D. immitis. Muchos de ellos se alimentan indistintamente de
reservorios animales y humanos, por lo que donde hay caninos con dirofilariosis canina,
siempre existe el riesgo de que se transmita a humanos y otras especies (Simon et al.,
2017). Se han encontrado A. taeniorhynchus y A. crucians en México, lo que coincide con

los datos notificados en los Estados Unidos (Dantas-Torres and Otranto, 2020).

XIl.  CONCLUSIONES

Los resultados comunicados en este estudio demuestran la gran utilidad
serodiagnostica de un ELISA directo basado en un anticuerpo policlonal para la deteccién
de antigenos en suero de D. immitis en perros de dos municipios del Estado de Puebla. Este
estudio proporciona informacion epidemioldgica valiosa sobre la actual situacion de D.
immitis en Puebla. Los profesionales en el area veterinaria tienen un papel clave en la
deteccidn para generar estrategias de control y medidas preventivas contra la enfermedad

en perros.
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