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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio comparativo de algunas pruebas diagndsticas
disponibles y establecer la prevalencia de infeccidn en caninos por Dirofilaria immitis en relacion con el
nimero de pacientes muestreados en tres ubicaciones geograficas: 50 caninos en Ciudad del Carmen
Campeche; (prevalencia=32%), 50 caninos en Yautepec, Morelos (prevalencia=2%); y 50 caninos en la
Zona Metropolitana del Valle de México (prevalencia=0%). Con 5 diferentes técnicas diagndsticas se
emplearon distintas herramientas estadisticas para obtener valores cualitativos y cuantitativos de
importancia para esta investigacion. Paralelamente, se calcul6 y compard la sensibilidad (S) y
especificidad (E) de las técnicas de examen en fresco (S=50%, E=97%), gota gruesa (S=52.9%,
E=98.5%), Knott modificada (5=70.6%, E=98.5%), VCheck CHW Ag (S=100%, E=100%) y Anigen
Rapid CHW Ag 2.0 (S=100%, E=100%) para el diagnostico de esta parasitosis. Se resalta la amplia
diferencia de pacientes positivos a D. immitis en Campeche con respecto a otras 2 ubicaciones. Para
establecer un estudio seroepidemioldgico global de Dirofilariosis en México, se debe considerar una
muestra de poblacién canina mas amplia en diferentes regiones geogréaficas del pais. Se establecio la
prevalencia de dirofilariasis. Se compard la sensibilidad y especificidad de las técnicas de diagnostico
utilizadas sefialando a las pruebas VCheck CHW Ag y Anigen Rapid CHW Ag 2.0 como opciones
con 100% de sensibilidad y especificidad, por lo que la recomendacién emitida es implementar y

priorizar el uso de estas técnicas para un diagnostico certero de dirofilariasis en caninos.

Palabras clave: dirofilaria immitis, caninos, técnica de knott, pruebas en punto de atencion, gota gruesa
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Comparison of Different Diagnostic Techniques for Dirofilaria immitis in
Canines from Mexico

ABSTRACT

The objective of this work was to carry out a comparative study of some available diagnostic tests and
establish the prevalence of Dirofilaria immitis infection in canines in relation to the number of patients
sampled in three geographical locations: 50 canines in Ciudad del Carmen Campeche;
(prevalence=32%), 50 canines in Yautepec, Morelos (prevalence=2%); and 50 canines in the
etropolitan Area of the Valley of Mexico (prevalence=0%). With 5 different diagnostic techniques,
different statistical tools were used to obtain qualitative and quantitative values of importance for this
research. In parallel, the sensitivity (S) and specificity (E) of the fresh examination techniques (S=50%,
E=97%), thick smear (5=52.9%, E=98.5%), Knott modified (S=70.6%, E=98.5%), VCheck CHW Ag
(S=100%, E=100%) and Anigen Rapid CHW Ag 2.0 (S=100%, E=100%) for the diagnosis of this
parasitosis. The wide difference in patients positive for D. immitis in Campeche compared to other 2
locations is highlighted. To establish a global seroepidemiological study of Dirofilariasis in Mexico, a
larger canine population sample in different geographic regions of the country must be considered.
The prevalence of heartworms was developed. The sensitivity and specificity of the diagnostic
techniques used were compared, pointing to the Vcheck CHW Ag and Anigen Rapid CHW Ag 2.0
tests as options with 100% sensitivity and specificity, so the recommendation issued is to implement
and prioritize the use of these techniques for an accurate diagnosis of heartworm disease in canines.

Keywords: dirofilaria immitis, canines, knott's technique, point-of-care tests, thick smear




INTRODUCCION

Las enfermedades caninas transmitidas por vectores, entre ellas Dirofilariosis, se han convertido enuna
gran preocupacion para la salud publica canina y humana. En las ultimas décadas, el surgimiento y
resurgimiento mundial de muchas enfermedades vectoriales han sido documentadas a nivel mundial
(Harrus S, 2005; Fritz CL, 2009; Nicholson WL, 2010). Algunos autores (Granda & Rivas, 2021,
Movilla R, 2016) mencionan que esta enfermedad tiene una distribucion mundial con mayor
prevalencia en zonas célidas y himedas las cuales favorecen el desarrollo de los vectores que la
transmiten (moscos de los géneros Aedes, Culex y Anopheles). Los caninos pueden infectarse de forma
subclinica y actuar como reservorio de patégenos zoonéticos.

La presentacion de esta enfermedad se condiciona por los factores que favorecen el desarrollo
biolégico del parasito. Es por esto, que los perros cuyas vidas tienen lugar fuera de un hogar y que no
tienen acceso a programas de desparasitacion constante, tienen un riesgo de cuatro a cinco veces mayor de
contraer dirofilariasis (Labarthe N, 2009). En este estudio, se buscd enriquecer los datos
epidemioldgicos de prevalencia de la dirofilariosis canina en tres distintas zonas de México, para
constatar o contrastar la informacion existente sobre la distribucion de la dirofilariosis canina en el
territorio mexicano comparando las pruebas de diagnostico disponibles actualmente.

MATERIAL Y METODOS

Declaracion ética

Este estudio fue aprobado por el SICUAE-DC-2021/16-2 UNAM, FES Cuautitlan, siguiendo las
especificaciones de la NOM-062-Z00-1999. Se brindaron a los tutores las directrices sobre bienestar
animal y una infografia enfocada a explicar las generalidades sobre dirofilariasis, asi como un
consentimiento informado.

Obtencion y procesamiento de muestras

La experimentacion se realiz6 en tres ubicaciones: Ciudad del Carmen (Campeche), Yautepec
(Morelos) y Zona Metropolitana del Valle de México. Se obtuvieron 150 muestras de sangre completa en

tubos con EDTA BD®, a partir de caninos enfermos y clinicamente sanos, mayores a 1 afio de edad

mediante venopuncion cefalica, 95 hembras y 55 machos.




Examen en fresco

Se tomaron 100 uL de sangre completa y se coloco una gota sobre un portaobjetos para posteriormente
cubrirse con un cubreobjetos y se observo bajo microscopio Optico en busca de microfilarias vivas
(Rodriguez R, 2015).

Técnica de gota gruesa

Se tomaron 200 pL de sangre completa y se colocaron en la zona central de un portaobjetos, y
utilizando un portaobjetos auxiliar limpio, la gota fue distribuida con 3 movimientos formando un
cuadro de entre 1y 1.5 cm (en forma de “Z” cerrada). Esto se llevd a cabo con movimientos suaves,
tratando de mantener un espesor uniforme, para después dejarla secar. Una vez secas las muestras, las
laminillas fueron sumergidas en una dilucion 1:10 de colorante GIEMSA durante 20-25 minutos para
posteriormente ser enjuagadas con agua destilada y dejarlas secar a temperatura ambiente.

Técnica de Knott modificada

Se obtuvo 1 mL de sangre completa y posteriormente se colocd en un tubo con capacidad de 10 mL, al
cual se le agregaron 9 mL de formol al 2%. Posteriormente se homogeneiz6 suavemente y el tubo fue
centrifugado a 1500 rpm durante 7 minutos. Después, con una pipeta se tomé una muestra del
sedimento y se coloco en un portaobjetos junto con una gota de azul de metileno. Esta preparacion fue
ubierta con un cubreobjetos. A continuacion, se llevo a cabo la debida identificacion de la muestra para
finalmente ser observada al microscopio oOptico en busca de microfilarias (Granda, C.&
Rivas,2021).

VCheck CHW Ag (BioNOTE)

Esta prueba que detecta antigenos de gusanos adultos hembras y machos se aplicé a los caninos
evaluados en el presente estudio.

Anigen Rapid CHW Ag 2.0 (BioNOTE):

Esta prueba que se tipifica como “ensayo de inmunocromatografia”, tiene la capacidad de detectar
antigenos pertenecientes a adultos hembra y macho de D. immitis. No se realiz6 la prueba Anigen
Rapid CHW Ag 2.0 en Ciudad del Carmen, dado que se presentd oportunidad de adicionar

posteriormente esta prueba al protocolo de investigacion. El procedimiento fue realizado segun las

instrucciones del fabricante.




Andlisis estadistico

Con los resultados obtenidos, se realizd un disefio experimental usando distintas herramientas
estadisticas para obtener valores cualitativos y cuantitativos de importancia para esta investigacion. a)
Determinacion de prevalencia de dirofilariasis con cada técnica de diagnostico (con relacion en el
nimero de pacientes muestreados, b) Determinacion de sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo y negativo de las diferentes técnicas de diagndstico aplicadas, estos indices fueron
determinados a partir de la elaboracion de cuadros de contingencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se resalta la amplia diferencia de pacientes positivos a D. immitis que se diagnosticé en Ciudad del
Carmen, con respecto a las otras 2 ubicaciones, estos resultados muestran la relacion con las pruebas de
diagnostico que les fueron aplicadas, donde se enfatiza la mayor cantidad de pacientes positivos en
Campeche respecto a la ZMVM (Cuadro 1). En la Figura 1, se observan diferentes imagenes
representativas de microfilarias de Dirofilaria immitis obtenidas de las pruebas de examen en fresco,
gota gruesa y Knott modificada, asi como de los resultados obtenidos en las pruebas VCheck CHW
Ag.

Tabla 1. Resumen de resultados obtenidos en las tres ubicaciones de muestreo
Pacientes positivos/negativos a D. immitis.

Total de
Lugar de muestreo  caninos Examen Gota Técnica  de Anigen
muestrea dos €N fresco gruesa Knott modificadaVVCheck  Rapid CHW
CHW Ag Ag20
Ciudad del
Carmen, Campeche. 50 9/41 9/41  11/39 16/14 -
Yautepec, Morelos. 50 0/50 0/50  1/49 1/49 1/49
Zona Metropolitana
del Valle de México. 50 0/50 0/50  0/50 0/50 0/50
Total de muestras 150 150 150 150 130 100

procesadas.




Total de

diagndsticos positivos - 9 9 12 17 1
a D

immitis.

de diagndsticos
positivos a D. immitis. - 6% 6% 8% 14.7% 1%

Figura 1. Imégenes representativas para cada prueba reportada

A) Examen en fresco; aumento total: 100X; donde se aprecia una microfilaria de Dirofilaria immitis. B)
Técnica de gota gruesa; aumento total: 400X; C) Blister de prueba VVCheck CHW con resultado positivo;
D) Blister de prueba Anigen Rapid CHW Ag 2.0 con resultado positivo.

Tabla 2. Determinacion de sensibilidad y especificidad de las pruebas aplicadas en las tres ubicaciones
Sensibilidad (%)  Especificidad (%) VPP (%) VPN (%)

Examen en fresco 50 97 69.2 93.4
Gota gruesa 52.9 98.5 81.8 94.2
Técnica de Knott 0.6 97.7 80 96.3
modificada

VCheck CHW Ag 100 100 100 100
Anigen Rapid CHW Ag 100 100 100 100

2.0




Resultados obtenidos en Ciudad del Carmen, Campeche

Del 10 al 23 de octubre del 2021, se muestrearon 50 caninos que radican en esta ciudad. EI muestreo se
aplicé a pacientes que acudian a la Clinica Veterinaria Vet Golf, que cubrian criterios especificos. Una
vez obtenidas las muestras, se realizaron los procedimientos de diagndstico previamente descritos. En la
técnica de gota gruesa se realizd diferenciacion morfométrica de las microfilarias observadas.

Los resultados obtenidos (Datos no mostrados), se reportan: en relacion con el nimero de pacientes
muestreados, calculando la prevalencia de dirofilariosis, tomando en cuenta las 16 muestras que
indicaron un resultado positivo a este padecimiento infeccioso en una o méas de las 4 pruebas de
diagnostico realizadas, el resultado de la prevalencia de dirofilariasis en el muestreo realizado en
Ciudad del Carmen, Campeche fue de 32%.

También se calcul6 la prevalencia de la enfermedad en relacién con el nimero de pacientes
muestreados, determinada por los resultados positivos a D. immitis en cada una de las 4 pruebas
realizadas individualmente. Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 3.

Tabla 3. Cuadro de prevalencia de dirofilariosis por D. immitis en Ciudad del Carmen, Campeche

Prueba de Diagndstico Muestras positivas/totales Porcentaje prevalencia
Examen en fresco 9/50 18 %
Gota gruesa 9/50 18 %
Knott 11/50 22 %
VCheck CHW Ag 16/30 56 %

Resultados obtenidos en Yautepec, Morelos

Del 13 al 17 de junio de 2022, se muestrearon 50 caninos que radican en este municipio. El muestreo se
aplicé a pacientes beneficiarios de campafias itinerantes de vacunacién antirrabica llevadas a cabo por
el Centro de Control Canino Yautepec, el cual es administrado por el gobierno municipal de la entidad.
También se realizaron visitas en las colonias de la entidad, donde se solicité permiso para ingresar a

las viviendas a realizar el muestreo correspondiente. En relacion con el numero de pacientes muestreados

se calcul6 la prevalencia de dirofilariosis, tomando en cuenta la Gnica muestra que indic6 un resultado




positivo a este padecimiento infeccioso en una 0 mas de las 5 pruebas de diagnostico realizadas. El
resultado calculado fue de 2%.

Cuadro 4. Cuadro de prevalencia de dirofilariosis por D. immitis en Yautepec, Morelos
Muestras

Prueba de Diagnostico Porcentaje prevalencia

positivas/totales

Examen en fresco 0/0 0%
Gota gruesa 0 0%
Knott 1/50 2%
VCheck CHW Ag 1/50 2%
Anigen Rapid CHW Ag 2.0 1/50 2%

Resultados obtenidos en Zona Metropolitana del VValle de México (ZMVM)

Del 19 de marzo al 6 de diciembre de 2022, se muestrearon caninos que radican en diferentes alcaldias
en la Ciudad de México y en el Estado de México. El resultado de cada una de las pruebas realizadas en
esta region fue negativo. Con estos resultados, y en relacion al nimero de pacientes muestreados se
calculo la prevalencia de dirofilariasis canina en la ZMVM, considerando un resultado positivo a una o
mas de las 5 pruebas de diagndstico realizadas. El resultado obtenido fue del 0%, por lo que fue
imposible la determinacion de sensibilidad y especificidad de las pruebas aplicadas en esta entidad.

El primer punto importante por abordar es la comparacion de efectividad de las pruebas de diagnostico
utilizadas en este trabajo a través de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo calculados para cada una de las pruebas mencionadas.

Las pruebas comerciales VCheck CHW Ag y Anigen Rapid CHW Ag 2.0, indicaron sin margen de error
a todos los verdaderos positivos y verdaderos negativos a infeccion por D. immitis en la poblacion
muestreada, por consecuencia, el calculo de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo y el porcentaje de prevalencia de ambas pruebas fue del 100%, estas detectan

antigenos de gusano adulto hembra y macho de D. immitis, a diferencia de pruebas similares disponibles

en el mercado que Unicamente detectan antigenos de fases hembras adultas. Es importante tomar en




cuenta que el costo econdmico de ambas pruebas es mas elevado que el de las demas, especialmente la
prueba VCheck CHW Ag, ya que para realizarla se requiere contar con el equipo VVCheck V200.

Por el contrario, la prueba con menor sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo
mas bajos es la prueba de examen en fresco. La sensibilidad de esta prueba es tan sélo de la mitad que
la de VCheck CHW Ag y Anigen Rapid CHW Ag 2.0, por lo que es la prueba menos recomendada
para el diagndstico certero de dirofilariosis canina en la practica clinica. Una prueba que tiene un costo
econdmico accesible que se puede realizar si se cuenta con unmicroscopio y una centrifuga, es
la técnica de Knott modificada, la cual demostrd tener una sensibilidad del 70.6%, es decir 17.7% y
20.6% superior que la reportada en las pruebas de gota gruesa y examen en fresco, respectivamente;
las cuéles también Ilevan como fundamento la observacion a microscopio. Es por esta razén, que,
si se cuenta con estos elementos ya mencionados en la clinica, la técnica de Knott modificada es la
mejor para realizar un diagnostico mas certero. Incluso se puede tomar en cuenta hacer el estudio por
duplicado o triplicado para incrementar la posibilidad de identificar microfilarias. En este estudio,
la prevalencia de dirofilariasis canina fue del 32%. En 2016, Movilla realiz6 un estudio de
seroprevalencia de distintos hemoparasitos en todas las regiones que conforman a la Republica Mexicana,
reportando una seroprevalencia general de 7.86% (Movilla R, 2016).

La comparacion entre el presente trabajo y el de Movilla entre 2016- 2021, arroj6é diferencias que
sugieren un incremento en la ransmision de D. immitis, quiza por algun factor medioambiental, ya
que la mayoria de los caninos muestreados contaban con un esquema sélido de desparasitacion interna
y un estilo de vida de poca exposicion a factores de riesgo de infeccion. De igual forma, debe
considerarse que el tamafio y region geogréafica de la poblacion muestreada es mayor; ademas, en ese
estudio solo se utilizd6 un método de diagndstico: SNAP 4DX (IDEXX), detectando Unicamente
antigenos de hembras adultas de D. immitis (Movilla R, 2016; Cafarelli C, 2019), mientras que, en el
presente trabajo, se aplicaron cuatro diferentes técnicas de diagnostico. De cualquier manera, cabe sefialar
que esta region del pais debe permanecer en constante vigilancia por este y otros hemoparasitos

de transmision vectorial que afectan a animales y humanos.

Siguiendo el mismo estudio, Movilla agrupa al estado de Morelos, Ciudad de México y Estado de

Meéxico dentro de una misma region de estudio identificada como “Sur-centro”. En esta, se encuentran

WE B




geograficamente la ZMVM vy Yautepec (Morelos). En esta regién se muestrearon 86 aninos, cuya
seroprevalencia fue de 2.32% mientras que, en el presente estudio, en Yautepec la prevalencia encontrada
fue del 2% y en la ZMVM fue del 0%.

Yautepec, Morelos cuyo clima es “semicalido- subhumedo”, posee una temperatura promedio de 22.7°C,
su altura es de 1210 metros sobre el nivel del mar. Por su parte, la ZMVM cuenta con un clima
“templado” cuya temperatura oscila entre los 13y 17°C, su altura sobre el nivel del mar es e 2240 metros.
A pesar de las bajas prevalencias reportadas, por medio de este trabajo se destaca la importancia de
mantener una vigilancia epidemioldgica en estas regiones incrementando el nimero de pacientes, ya
gue como menciona (Mufioz, 2003), el ciclo biol6gico de D. immitis puede completarse por arriba de
los 12°C, ademas se demostro en este trabajo que los caninos de estas regiones no cuentan con esquemas
completos de desparasitacion interna y los pardmetros de tenencia responsable se encuentran por
debajo de los ideales del Bienestar Animal, particularmente la ZMVM tiene un estatus de
cosmopolita en el que el riesgo de transmision de enfermedades que no se encuentran ahi establecidas
es cada vez mas latente.

Para finalizar el analisis, se destaca como hallazgo una microfilaria ajena a D. immitis en Yautepec,
Morelos, encontrada en un canino adulto con estilo de vida exterior, donde no existio aplicacion de
medicina preventiva en el Ultimo afio, presentando pulicosis y ectoparasitos al momento del muestreo.
Solo se identificé en esta muestra mediante el examen en fresco una microfilaria, sin embargo, ni en
la técnica de Knott modificada ni en la prueba de gota gruesa realizadas se observaron microfilarias,
tampoco las pruebas de inmunocromatografia aplicadas a la muestra arrojaron un resultado positivo a D.
immitis. A través de los criterios morfologicos se identifica como Dirofilaria repens. Esta diferencia

taxondmica es la razén por la que las pruebas de inmunocromatografia indicaron un resultado

negativo, ya que estas pruebas son 100% especificas para el diagndstico de D. immitis.




Aspectos demogréficos y predisposicion a dirofilariasis en caninos

En base al andlisis de resultados de los cuestionarios aplicados a tutores acerca de aspectos intrinsecos y
extrinsecos en los caninos, se identifica de amplia relevancia lo siguiente: a) Rango etario: en caninos a
mayor edad, mayor probabilidad de padecer esta parasitosis; b) la ubicacién geografica, donde se
encontrd un mayor nimero de pacientes positivos a dirofilariasis fue Ciudad del Carmen, Campeche, ahi
se pudo identificar que los tutores de caninos que radican aqui cuentan con mucho mayor
conocimiento en torno a la dirofilariasis que los tutores de caninos de Yautepec (Morelos) y la ZMVM;
¢)Medicina preventiva: En Campeche, la desparasitacién interna es un habito preventivo que se ejerce
con mayor rigurosidad, el 84% de los pacientes muestreados fueron desparasitados internamente entre 1
y 6 meses previos al muestreo, y no hubo ningun paciente que nunca hubiese sido previamente
desparasitado.

En Yautepec, Morelos, el 34% de los pacientes muestreados nunca habia sido desparasitado
internamente y s6lo el 42% de ellos recibieron dicha profilaxis entre 1 y 6 meses previos al muestreo.
Por otro lado, en laZMVM, el 12% de los pacientes nunca habian sido desparasitados internamente y del
8% no se tiene informacion certera ya que no cuentan con un tutor definitivo. Importante es resaltar que
solo el 12% de los pacientes aqui muestreados fueron desparasitados internamente entre 1 y 6 meses
antes del muestreo, mientras que para el 38% fueron desparasitados internamente entre 1 y 2 afios
previos al muestreo.

CONCLUSIONES

Se establecio la prevalencia de dirofilariasis en cada una de las tres ubicaciones planteadas, a través de
cinco técnicas de diagnostico distintas. La prevalencia calculada para Campeche fue de 32%, Morelos fue
del 2% y ZMVM fue de 0%. También se determin6 y comparé la SE y SP de las distintas técnicas de
diagndstico utilizadas (examen en fresco, gota gruesa, técnica de Knott modificada, VCheck CHW Agy
Anigen Rapid CHW 2.0), los resultados sefialan a las pruebas VCheck CHW Ag y Anigen Rapid CHW
Ag 2.0 como opciones con 100% de sensibilidad y especificidad, por lo que la recomendacién emitida
para los veterinarios en el ejercicio clinico profesional es implementar y priorizar el uso de estas
técnicas para un diagndstico certero de dirofilariasis. Por el contrario, el examen en fresco y la prueba

de gota gruesa poseen una sensibilidad diagnostica menor al 55%, a su par el examen en fresco iene el
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menor porcentaje de especificidad en comparacién con las otras cuatro pruebas sujetas acomparacion,

por lo que no se recomienda el uso de estas pruebas como herramientas diagndsticas determinantes.

Por su parte, la técnica de Knott modificada, cuenta con una (SE) superior al 70%, por lo que en caso

gue no se cuente con los insumos necesarios para inmunocromatografia, esta es la técnica mas

recomendable para el diagnostico de dirofilariasis bajo observacion microscépica.

Disponibilidad de datos

Los datos extensos presentados en este estudio estan disponibles por solicitud al autor correspondiente.
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