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Nelly C. Sanchez Gamarro I ntroduccion

|.- INTRODUCCION.

La filarioss canina es una parastoss ampliamente difundida en nuestro Archipiélago,
la cud tiene gran importancia tanto desde @ punto de vista veterinario como de salud humana.
En Canarias, s0lo se ha citado a Dirofilaria immitis, que es un parasito frecuente de esta
zona geogréfica, como lo demuestran los trabagjos que sobre esta parasitosis redizaron
Vdladares y col. (1987) en los que s pone de manifieto que la dirofilariods esta
ampliamente digtribuida entre la poblacion canina de la ida de Tenerife. En ese estudio,
redlizado entre octubre de 1983 y diciembre de 1985 se encontrd, que de un totd de 310
perros @ 61,1% de los que habitaban zonas rurdes y € 33,6% de los de zonas suburbanas
presentaban microfilarias en sangre periférica. La paradtacion media de laida se Stusbaen €
41,8%. Estos datos, eran |os indices de prevalencia més elevados del paisy uno de los mas

devados dd mundo.

El perro puede estar parasitado por 4 especies de filarias: Dirofilaria immitis,
Dirofilaria repens, Dipetalonema reconditumy Dipetalonema dracunculoide, todas €llas,
en su ciclo vitd, presentan estadios larvarios (microfilarias) en sangre periférica, Sendo lamas
importante la primera, por ser responsable de |os procesos patol égicos mas graves y por su
mayor incidencia en la poblacion canina. El interés de las otras especies de filarias radica,
principamente, en las repercusones que la presencia de las microfilarias en sangre pueden

tener en d diagndgtico de ladirofilarioss.

Desde que Faust y sus colaboradores en 1957 denunciaran la primera dirofilarioss
humana por Dirofilaria immitis, encontrando un verme en la vena cava de una mujer en
Nueva Orleans, € nimero de casos diagnosticados de esta zoonosis ha ido en aumento,
quedando de manifiesto la capacidad del pardsito para dcanzar en d hombre diversos

organos en los que, generdmente muere en d interior de unas formaciones nodulares sin llegar
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Nelly C. Sanchez Gamarro I ntroduccion

asu madurez sexud. En Espafia se ha diagnogticado la infestacion humana por D. immitis en
diversas zonas geogréficas, especidmente en &reas en las que la parasitods tiene una devada
prevalencia en los perros. (Gomez Bautistay Rojo Vazquez, 1990; Muro y cols., 1989, 92;
Simon M. y cals, 1991 Santamariay cols, 1995).

Estos hechos, junto con su eevada patogenicidad en € perro, son suficientes para que
s le preste una mayor atencion. En paises como Australia, Estados Unidos y Canada se
llevan a cabo campalias epidemioldgicas periodicas y se siguen controles profilacticos y
curativos sobre la dirofilariosis. En Canarias, y pese a la poca atencion que las autoridades
sanitarias prestan a este problema, se han redizado encuestas epidemioldgicas que han
permitido conocer la prevaencia y agunos otros datos de tipo epidemioldgico y

fisopatologicos. (Valadaresy cols., 1987; Rojo Véazquez y cols., 1990).

Laimportancia de la parasitosis, d ato grado de parasitacion encontrado en 1985 en
Tenerife y d uso generdizado de ciertos medicamentos, nos ha hecho pensar en la
conveniencia de redizar una nueva encuesta epidemiologica de D. immitis en la ida de

Tenerife.

Hemos planteado esta Tesis en dos vertientes perfectamente definidas. Por un lado y
como fundamento principa de la Teds d edudio de la prevdencia y caracteristicas
epidemiolOgicas de esta parasitosis en laida de Tenerife'y por otro lado, la estandarizacion de
técnicas de diagndstico inmunolégico y por Biologia Molecular adecuadas, que puedan servir

no solo d laboratorio especializado, sno también a pequefio laboratorio.

17
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1.1- EL PARASITO

1.1-a) Taxonomia.

Los filarioideos son probablemente & grupo peor clasficado entre los nematodes,

debido a su enorme variedad morfoldgicay bioldgica

El encuadramiento taxonomico de D. immitis es como sigue: (Kassaisy cols., 1988).

Phylum: Nemathdminthes.
Clas= Nematoda.
Subclase: Secermentea.

Supefamilia Filaroidea.

Familia Onchocerchidae.
Géneo: Dirdfilaria.
Especie Dirofilaria immitis.

La supefamilia Flaroidea comprende hedmintos parastos que se locdizan en las
cavidades corporales, € aparato circulatorio o0 € tgido conectivo de vertebrados,
fundamentalmente aves y mamiferos. El ciclo biologico de estos nematodes es indirecto y

depende de artrépodos hematdfagos para su transmision.
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1.1-b) Morfologia.

Dirofilaria immitis (Leidy 1856) es un nematode que parasita fundamentalmente

canidos domésticos y slvedres, aunque también se han encontrado infestando a féidos,

mamiferos marinosy ad hombre,

Su locdizacion en € hospedador es muy diversa, encontrandose en @ corazon
derecho (especidmente en € perro), arteria pulmonar, y raramente en otros érganos, como la

cavidad pleurd, los bronquios y € tgjido conjuntivo intramuscular y subcuténeo.

Son vermes blanquecinos, cilindricos, 9n extremo anterior adelgazado. La pequefiay
circular abertura ora esta rodeada de sei's prominencias minusculas. Esdfago de 1,5 mm. Los
machos miden de 12-18 cm ~ 700-900 mm. El extremo posterior es fuertemente adelgazado,
enrollado en espird y provisto de dos pequefias detas laterdes y 4-5 pares de papilas
preanales, un par de papilas grandes y 4-5 de papilas pequefias postnatales. Con respecto a
las espicul as tenemos que laizquierdaes largay afilada midiendo 300-375 mm de longitud y la
derecha es cortay romay mide 175-229 nm. No existe gobernéculo. Las hembras de 25-30
cn’” 1-1,6 mm. Extremo posterior con dos papilas. Vulva con labios gruesos, situada a 2,5

mm de la abertura oral. .(Fotografias 1. i y L.i
Las microfilarias carecen de vaina, miden 218-329 nm”~ 5-6 mm y estan provistas de

un extremo cefdico romo y una pate caudd larga y delgada, terminada en punta. Los

hospedadores intermediarios son mosquitos picadores (Culex, Aedes y Anopheles spp.).

19



Fotografia 1.i: Dirofilaria immitis, macho y hembra.

3
s -
‘ adtt >

=
.=

.’H i : : :"' -
'ﬂ;',‘ "‘" 2y { -
) AN

Fotografia 1.ii. Masa de adultos extraidos del corazon
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1.2.- CICLO BIOLOGICO (Figural. i)

Los huevos de Dirofilaria immitis se desarrollan en € Utero de las hembras adultas y
Se encuentran rodeados de una membrana vitelina delgada. A medida que crece d embrion la
membrana se edtira para conformar una membrana envolvente. Al nacer, desaparece la
membrang, y d embridn se presenta en la sangre transformado en microfilaria carente de
vaina. Las microfilarias son vertidas ala sangre en € corazon derecho y en la arteria pulmonar.
Son transportadas por circulacion pulmonar a corazon izquierdo, y de ahi a la circulacion
generd. La presencia de micrdfilarias en la sangre etd sometida a una determinada
periodicidad. Por tanto, aunque las microfilarias pueden estar presentes en la circulacion
sempre, se ha encontrado un mayor nimero en sangre periférica en determinados momentos
del dia. Asi, Catcott (1979) sefida un maximo en las Ultimas horas de la tarde, mientras que
en opinion de Grieve y Lauria (1983) @ méximo se produce entre las 12 y 16 horas. Larazon
de la perioricidad no esta relacionada con su produccion, ya que se observan incluso después
de la destruccion de los vermes adultos (Catcott, 1979). Cuando las microfilarias no se
encuentran en la circulacion periférica se concentran en @ pulmdn, bazo y en los grandes
vasos. Exigte también una perioricidad estaciond, observandose un aumento en & nimero de

microfilarias en sangre periférica en los meses de verano (Barriga, 1982).

Los mosquitos, particularmente Culex pipiens, Anopheles quadrimaculatus y A.
freeborni, son vectores eficaces y acttian como hospedadores intermediarios. Aedes vexans
y otros son transmisores menos eficaces. Los mosquitos ingieren las microfilarias con la sangre
y édtas emigran en 24-36 horas desde d intestino a los tdbulos de Mapighi, entrando en las
cdulas digdes. En edtalocdizacion las larvas disminuyen de tamafio y aumentan su grosor. Se
consdera que € dia 4° post-ingestion la larva es dos veces més corta y tres veces més ancha
gue lamicrofilariaorigind (150 = 10 nm de largo y 21 + 1 nm de ancho), adoptando una

forma parecida a una salchicha (sausage stage). A continuacion, las larvas emergen alaluz de
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los tdbulos de Malpighi, donde tendrd lugar, en 4-5 dias, € desarrollo completo de este
estadio, con intestino completo,. En los dias 6-7 regresan d lumen de los tdbulos de Maphigi,
y apartir dd dia9 mudan y se transforman en larvas de segundo estadio (L2). Después de un
periodo de crecimiento, las larvas de segundo estadio rompen la membrana de los tubdlos de

Maphigi y pasan a hemocele abdomina para volver amudar

Las larvas de tercer etadio (L3), fase infestante para € hospedador definitivo, miden
unas 900 mm de largo, y aparecen a los 10-12 dias después de su entrada en € mosquito.
Edtas larvas migran por € torax, alo largo dd lado ventrd, hacia la cabeza, acanzando €
labio 10 dias después de lainfestacion en Anopheles notoscriptusy Culex pipiens, 12 dias
en C. annulirostris, 13 dias en C. quinquefasciatus, 14 dias en A. quadrimaculatusy A.

albopictus, y 16 dias en Aedes aegypti.( Russel y Geary, 1996).

La infestacion de los perros se produce cuando € mosquito se dimentay en su labio
porta larvas de tercer estadio. Las larvas sden a través del [abelo sobre la pidl, la atraviesan
por la puncién hecha por las maxilas a través de los foliculos pilosos o directamente a través
de tgidos intactos. Las larvas permanecen en los tgidos subcutaneos y en los musculos
durante 80 dias aproximadamente, y ali mudan 9-12 dias después de haber entrado. Durante
este periodo tisular, la larva de cuarto estadio (L4) acanza un tamafio de hasta 25 mm.
Comienzan aredizar una migracion subcutaneatoracicay después de 50-70 dias mudan aL5
0 preadultos. Los preadultos tienen una gran movilidad y capacidad de penetracion en los
digtintos tgjidos, siendo frecuentes las localizaciones ectdpicas (bazo, camara anterior del 0jo,
arterias del cerebro, arterias de las extremidades posteriores). Después de 70-110 dias de la
infestacion se encuentran en musculatura esquelética. Los parasitos que miden 2-3 cm, llegan
a corazbn por penetracion en circulacién venosa y pasan a las arterias pulmonares

asenténdose  definitivamente. Cuando la infestacion es muy devada, también pueden
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ventriculo y auricula derechos, vena cava y hepdticas. A los 174-223 dias acanzan la

madurez sexual. A 10os5-6 meses de la infestacion ya se

CORAZON
F-—_D (adultos) @

TEJIDO
SUBCUTANEO ;
3ty 40 CIRCULACION
( muda) GENERAL
(microfilarias)

f& = =

Yy

s L1
LABIO - 1’ le?] TUBULOS DE
PAL-TEN MALPHIGI.

; 5 =
A N (1" muda)
- \\\

@ HEMOCELE J

(2" muda)

Figura 1. i, Esquema del ciclo biolégico de Dirofilaria immitis
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pueden observar microfilarias en d Utero de las hembras adultas, gpareciendo las micrdfilarias

en sangre circulante 6-7 meses después de lainoculacion de lafase infestante.

La microfilaremia aumenta a o largo de los Sguientes 10 meses hasta dcanzar una
fase de meseta que se mantiene gproximadamente cinco afios. Transcurrido este periodo la

microfilaremia desciende, llegando a desaparecer.

En peras gedtantes infestadas por D. immitis se ha observado la migracion
transplacentaria de microfilarias (Mantovani y Jackson, 1966) y (Manda, 1989). Edta
transferencia pasiva de microfilarias puede llevar a diagnésticos erréneos de dirofilariosis en
cachorros. Desde un punto de vista préctico hay que considerar como posible la migracion a
través de la placenta hasta € feto de una pequefia proporcion de larvas inmaduras en perras
infestadas con L3, por lo que podrian encontrarse infestaciones patentes en perros menores

de 6 meses.

1.3- EPIDEMIOLOGIA.

Su digtribucion geogréfica se circunscribe a zonas tropicales, subtropicaes y dgunas
aress templadas. Existe en Europa (Francig, Itaia, Espafia, Rumania) y Asa. Se ha

encontrado en Alemania en perros importados.

El andids de los factores que influyen en la trangmisiéon de la infestacion por
Dirofilaria immitis solo es posible desde € conocimiento del ciclo bioldgico de parésito.
Los reservorios, las especies de mosquitos que son adecuados vectores y los aspectos
ecoldgicos y ambientales que regulan la biologia del parasito y ddl vector son los principaes

factores que determinan | os patrones de distribucion de esta parasitosis.
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Como € parésito depende de un hospedador intermediario para completar su ciclo de
vida, la prevdencia de la enfermedad esta directamente relacionada a la frecuencia de la

transmison del vector, dtadensdad dd mismo'y a rango de vuelo.

No son muchas las especies de culicidos en las que se ha podido demostrar la
capacidad vectoria a pesar de haberse investigado més de 80 especies de los tres géneros
més importantes, Aedes, Anophelesy Culex. (Ludham y cols., 1970; Hendrix y cols., 1981y
Kume e Itagaki, 1955). La receptividad y la capacidad infestante de los mosquitos estan

controladas tanto genéticamente como por factores extracromosdmicos (Grieve y cols.,1983).

En Inglaterra y otros paises septentrionales europeos, la dirofilariods es una
enfermedad rara e incluso inexistente entre la poblacion canina. Ocurre todo o contrario en

los paises mediterraneos.

Enlatabla 1.i se indican entre otros, los resultados de los estudios redlizados en
diferentes localidades de Espafia y en  mundo. Los datos e refieren a prevaencias de
infestacion por D. immitis detectadas por diagnéstico seroepidemiol 6gico o por deteccidn de
microfilarias en sangre. La prevadencia de la dircfilarioss puede variar mucho . Asi tenemos,
los trabgjos redlizados por Valadares y cols. ,1984, que registran una prevalencia del 41,8%,
en Tenerife, y Anguiano y coals. ,1985, en Cérdoba registran indices de parasitacion del 18%.
Pérez Sanchez y cols. en 1987 estudiaron en Salamanca 293 perros de los cudes € 12,3%
presentaban microfilarias y observaron que d indice de parasitacion era mayor en las zonas
irrigadas por los rios Tormes y Almar (33,3%). Entre agosto de 1987 y enero de 1988
Gomez Bautida y Rojo Vazquez redizaron una encuesta a nive naciond con € fin de
diagnosticar microfilarias en sangre. Se recogieron 1723 muestras que representaban
gproximadamente d 0,1% dd censo en 34 provincias. Se identificaron microfilarias en 112

muestras y de éstas, 63 pertenecian a D. immitis (3,7%). Los indices més eevados se
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encontraron en las Idas Canarias (20%) y Huelva (36,7%) seguida por.Andaucia (8,5%),
Extremadura (6,7%) y Baeares (6,3%).

Cordoba/ 1985 250 “ 18.0 Arguianoy cols

Madrid / 1987 215 “ 20 OrtegaMoray cols.

Cadiz-Malaga /1989 182 “ 55 Rojo Vézquez y cols.

Barcelona/ 1989 256 “ 12 Rojo Vézquez y cols.

Shiga/ 1983-84 215 Directo 47.0 Taday cols

Canada/ 1987 165.428 “ 0.3 Slocombey cols

Formosa/ 1988-89 225 Knott y ELISA 36.4 Bulmany cols

Francia/ 1989 609 ELISA 0.8 Ducos de Lahitte

Canadé/ 1989 247.716 * 0.17 Slocombe, J.

Colorado / 1988-90 1.010 ELISA 0.3 Macy y cols.

Jap6n / 1990 310 Necropsia 58.7 Ugay cols

Canada/ 1990 360 Directo 55 Mackenzie, G.y col

Boston 3.148 Directo 041 Roth, L y cols.

Austraia/ 1992 1.428 Directo 12 Copland, M. y cols

Malasia/ 1993 200 Directo 225 Dahaliwal, G. y cols.

Taipei / 1994 150 Directo 53.8 Kuo, T.y cols.

Tabla 1.i. Resumen de encuestas realizadas en diversas partes del mundo.
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14- PATOGENIA.

La enfermedad por gusanos cardiacos en genera progresa con lentitud, con signos
clinicos que pueden ser evidentes después de tres afios de infestacion. La gravedad de la
enfermedad (Munnd y cols, 1980; Thrdl y cols, 1979) y la velocidad de su desarrollo
(Knight, 1981) estan principamente rel acionadas con la magnitud de lainfestacion. Los perros
infestados artificialmente con una sola inoculacion de 100 a 300 larvas infestivas desarrollaron
enfermedad avanzada entre los 10 y 12 meses (Knight, 1981). Sin embargo, la mayoriade los

casos naturales son infestaciones gradua es que se hacen patentes alo largo de varios afios.

Varios son los érganos que pueden verse afectados por la presencia de Dirofilaria
immitis en & perro. La presencia de vermes adultos en arterias pulmonares y parénquima
pulmonar, dan lugar a una endarteritis, que puede provocar hipertenson pulmonar o fdlo
congestivo del corazon derecho, dependiendo del grado de lesion y de la intensidad de
parasitacion. Clinicamente este proceso cronico puede ser asintomético o caracterizarse por
fatiga, tos cronicay disnea. Taquicardia, anorexiay ascitis con aumento de la presidon venosay
del pulso yugular son frecuentes en Situacion de falo cardiaco congestivo. Esto es frecuente en
infestaciones severas y en animales sometidos a gercicio fisico. El anima presenta aspecto
cansado incluso en reposo. La dirofilarioss puede cursar de forma aguda cuando |os vermes
colonizan € ventriculo y la auricula derechas. En un estudio redizado por Takemura'y cols.
(1989) redizando un eectrocardiograma a perros infestados con D. immitis y no infestados,

observaron que laamplitud y duracion de laonda P eramayor en los perros infestados.

Aungue los vermes adultos en laluz de la arteria pulmonar principal pueden provocar
una importante disminucion dd flujo de sangre e incluso pueden llegar a obstruir totalmente e

paso de sangre, la principa causa de la hipertenson pulmonar son las dteraciones que se
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totalmente € paso de sangre, la principal causa de la hipertensiéon pulmonar son las
alteraciones que se producen en e endotelio (Olson y cols., 1982) La pared de la arteria
pulmonar deja de ser lisay blanca y presenta aspecto rugoso y tonalidad purpura. Esta
alteracion morfoldgica que es debida a proliferacion de la intima hacia la luz se conoce
como endarteritis pulmonar, aterosclerosis o hiperplasia de la intima. Esta alteracion se
presenta en todos los perros con dirofilariosis y es consecuencia de la respuesta de la

arteriaala presencia del parésito.

Fotografia L.iii. Dirofilariaimmitis en cavidad cardiaca.

La endarteritis provoca una importante pérdida de elasticidad de las paredes arteriales,
no permitiendo la dilatacién requerida para que se mantenga un flujo de sangre normal. En
el intento de compensar la disminucion de flujo sanguineo se produce un aumento de la
presion y del trabgjo del ventriculo derecho y entra en fallo congestivo por incapacidad
para mantener la elevada presion de perfusion que se requiere para mover la sangre por €
pulmon. El nimero y complgjidad de estas proliferaciones tiene estrecha relacion con la
intensidad y antigliedad de la infestacidn. Este tipo de ateracion también es observable en
las venas pulmonares, proliferaciones que son similares a vavulas
cubiertas por endotelio morfol 6gicamente normal. En &reas de lesiones arteriales severas

algunos bronquiol os presentan
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hipetrofia muscular (mlsculo de Resesse) y sude presentarse fibross interdticid y
hemosiderosis pulmonar. Este acimulo de hemosiderina que también se presenta en los

ganglios linféticos y es atribuida a productos del catabolismo del parésito.

La neumonitis interdticid es gprecidble principdmente en &eas con importantes
lesones vasculares y presenta abundante infiltrado de céulas plasméticas y eosindfilos
(Rawlings, 1986). Las dteraciones en venas, parénquima pulmonar y bronquiolos, lugares a
donde no llegan los vermes, son aribuidas a la difusidn de factores de crecimiento derivados
de las plaguetas y a otros factores tréficos, de naturaleza desconocida, que difunden desde la

arteria pulmonar lesionada (Ross, 1986).

En infestaciones muy elevadas, la locaizacion de los vermes en la vena cava cauda y

en las venas hepdticas,es causa de importantes dteraciones en € higado.

El sindrome de vena cava o dd falo hepético es particularmente frecuente en animales
muy jovenes (menos de 3 afos) y responde a infestaciones producidas por més de 100
vermes adultos (Rawlings, 1986). Aunqgue los animales con este sindrome también presentan
cor pulmonde, los Signos més importantes se deben a las lesiones hepéticas. La presencia del
parésito en la auricula derecha, vena cava caudal y en ocasiones venas hepéticas provoca
obstruccion dd flujo sanguineo, principamente a nivel de vavula tricispide. La presion
venosa central se eleva consderablemente'y € higado sufre una fuerte congestion y dilatacion
de los sinusoides que puede provocar la transformacion cavernosa de todo € parénquima
hepético. La disfuncion hepética es gpreciable por la eevacidn de todas las enzimas hepéticas

y delahilirrubinaen sangre.

El higado no es capaz de ederificar € colesterol libre, aumenta & cociente

librefesterificado y consecuentemente los eritrocitos acumulan en su pared colesteral libre.
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Estos gldbulos rojos son muy frégiles, rompiéndose d contacto con los vermes. La hemdlisis
es congtante, y € higado no metaboliza la hemoglobina, por 1o que rdpidamente se produce
hemoglobinemia'y hemoglobinuria, Sgno que por su importancia 'y frecuencia en  sindrome
de vena cava es responsable de la sugtitucion ddl apelativo de “fallo hepético” por € de
“hemoglobinuria dirofilarid”. A consecuencia de la anormd fragilidad de los eritrocitos se
produce anemia normocrOmica y normocitica que es agravada por la anorexia (Buoro y
Atwell, 1984). Las mucosas estan pdidas o ictéricas y @ anima presenta gran debilidad y
depresion. Las enzimas hepéticas, principdmente la ALT y AST, suden estar elevadas en no

més de un 10% de los perros con dirofilarioss.

La complgay grave patologia que hemos comentado hasta ahora es desencadenada
por d parésito adulto. Sin embargo, también son frecuentes en los perros con dirofilariosis

alteraciones debidas ala respuestainmune.

Las IgM “in vitro” son capaces de promover la destruccion de las microfilarias por
medio de los granulocitos. A 1os 6-11 meses, larespuesta es mediada por las 1gG.

La inmunopatol ogia més frecuente se produce en € rifion. Cas todos los perros con
dirofilarioss cronica presentan glomerulonefritis membranosa por engrosamiento de la
membranabasa de los capilares glomerulares. Esta glomerulopatia es debida ala adhesién de
complgos inmunes, en los que estan implicados |os antigenos solubles de los adultos y de las
microfilarias, las inmunoglobulinas Gy M y @ complemento (Abramowsky y cols, 1981). La

glomerulonefritis puede dar paso a una nefrog's severa con proteinuria.

La neumonitis aérgica es una inmunopatol ogia importante que podemas encontrar en
un perro con dirofilarioss. Es debida a la hipersensibilizacion del perro a los antigenos de las
microfilarias. En estos animales las larvas son répidamente capturadas e inmovilizadas en la

microcirculacion del pulmdn. La destruccidn de gran nimero de microfilarias en los capilares
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pulmonares y septos aveolares provoca un infiltrado granulomatoso denso agpreciable
radiologicamente. En edta intensa reaccion granulomatosa estan implicados los neutrdfilos,
eosndfilos y macréfagos y su adhesion a las microfilarias parece ser dependiente de los

anticuerpos del hospedador y del complemento (Calvert y Losonsky, 1985).

La tromboembolizacion de los adultos y fragmentos de étos es responsable de
importantes lesones. El parésito vivo parece ser resstente a la tromboembolizacion, pero
cuando muere se produce una trombosis masiva e inflamacion granulomatosa de la pared de

|as arterias.

Entre otros procesos provocados por D. immitis tenemos las lesiones intraoculares
por presencia de vermes inmaduros que son descritas con relativa frecuenciay remiten trés la
extraccion quirdrgica del parésito. Los edemas de cornea que pueden ser transitorios o
permanentes y las cegueras secundarias a glaucomas son las dteraciones oculares més
frecuentes que se han descrito. Roze (1990) observo filarioss ocular en varios animales
incluido & hombre. En los perros, laDirofilaria immitis es la causa mas frecuente de filarioss
ocular. Entre la cadena de sintomas est& conjuntivitis a glaucoma, panoftalmia, y pérdida del

0jo.

La extensa patol ogia de esta enfermedad parasitaria es atribuible, principamente, alos
vermes adultos, teniendo las microfilarias una escasa participacion, aunque éstas sean muy

abundantes en la circulacién sanguinea.

1.5-DIAGNOSTICO.

No exigen en la dirofilarioss sSgnos clinicos que pueden consderarse

patognomanicas, por lo que d diagnogtico clinico solamente tiene vaor presuntivo, aungque
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puede ser suficiente en caso de sindrome de vena cava 0 hemoglobinuria dirofilarid. Es, Sin
embargo, obligado € conocimiento dd estado generd ded animd con dircfilariods, la
funciondidad cardiaca, hepética 'y rend antes de ingtaurar un tratamiento curativo. Ante una
sospecha de dirofilarios's, es la deteccion del parésito € Unico diagnostico etioldgico certero.
La deteccién de micrdfilarias en muestras heméticas y su identificacion o la deteccion de
antigenos o de anticuerpos en muestras séricas en casos de amicrofilaremia, son las pautas
que se deben seguir en d diagndstico de laboratorio. Un importante gpoyo a diagndstico
etiol6gico son las iméagenes radiogréficas, los eectrocardiogramas y la ecocardiografia Esta
Ultima, es de gran ayuda en casos de sindrome de vena cava y en d diagnégtico de

tromboembolizacion severa postratamiento adulticida

La demostracion de las microfilarias de D. immitis en la sangre es € método més
smple para diagnogticar la infestacion por gusanos cardiacos. La extraccion de sangre de
cudquier gtio es satidfactoria. Afortunadamente, la mayor parte de las infestaciones son
patentes, y aguellas que se transforman en ocultas en generd exhiben una variedad de
agpectos clinicos y respuesta a las pruebas que ayudan a su identificacion. Por 1o comun, las
microfilariasde D. immitis son numerosas y su movimiento se detecta con facilidad mediante
el examen microscopico de una gota de sangre fresca. No obstante un nimero importante de
casos no seran acertados S no se emplea una técnica de concentracion (Stein y Lawton,
1973; Wylie, 1970).

Los métodos clésicos utilizados parad diagndstico de la dirofilarios's canina son:

a) Visudizacion de micrdfilarias:

a.l) En una gota de sangre entre porta'y cubre. Esta técnica permite la observacion

del movimiento de las microfilarias en las preparaciones redizadas.
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a.2) Preparaciones tefiidas con Giemsa, que me permiten establecer diagndstico
diferencid, por la morfologia de las microfilarias, entre D. immitis de D. repens,

Dipetalonema reconditumy Dipetalonema dracuncul oides.

La perioricidad nocturna (Tongson y Romero, 1962) y estacional (Sawyer, 1975;
Kume, 1975) de las micrdfilarias circulantes de D. immitis puede afectar la facilidad de
deteccidon en la sangre. Ambos fendbmenos ocurren independientemente de la presencia o
ausencia de gusanos adultos. El recuento de las microfilarias no tiene vaor para esimar €
ndimero de parésitos adultos o la gravedad de la enfermedad (Otto y cols,, 1976) y por lo

tanto la cuantificacion no es un aspecto diferencid fidble.

b) Métodos de concentracion de sangre:

b.1) Latécnica modificada de Knott es é méodo clasico de concentracion sanguinea
(Acevedo y cols. 1981). Las microfilarias se concentran en la pequefia cantidad de sedimento
que se compone fundamentalmente de leucocitos y restos de eritrocitos hemolizados. La
técnica de Knott modificada continlia sendo € patron con € cud todos los demas métodos
de deteccidon de las microfilarias se comparan. La prueba se rediza hemolizando 1 ml de
sangre en 9 ml de formdinaa 2%; se mezcla bien @ contenido y trés centrifugacion durante 5
minutos a 1.500 rpm, se eimina @ sobrenadante (para conseguir un sedimento més libre de
cdulas sanguineas se puede resuspender de nuevo con formadehido ad 2% y repetir la
centrifugacion) y € sedimento se mezcla con un volumen igua de azul de metileno 1:1000y se

examina como montge himedo. La sensibilidad de esta técnica es superior d 90%.

b.2) La concentracion por filtracion de la sangre hemolizada con formadehido se
rediza a través de membranas de policarbonato de 3-5 nm de didmetro de poro donde

quedan retenidas las micrdfilarias. La filtracion es mas ventgosa que la sedimentacion cuando

33



Nelly C. Sanchez Gamarro I ntroduccion

exigen menos de 100 microfilarias por mililitro de sangre; ademés es un méodo de
diagnégtico mas rgpido y de facil lectura(Feldmeier y cols,1986). Sin embargo, la filtracion
provoca un acortamiento de las microfilarias que dificulta su identificacion morfométrica

(Watson y cols., 1973).

Laaplicaciién dd méodo de Knott es mayoritariamente utilizado por |os siguientes motivos:

1) Puede redlizarse con mayor rapidez, particularmente cuando se procesan multiples

muestras.

2) Es sgnificativamente menos costosa.

3) Preserva con mayor precision lamorfologia de las microfilarias.

¢) El empleo de técnicas inmunodiagnddticas en la dirofilarioss esté recomendado en
aquellos casos en que los animales presenten sSignos clinicos que hagan
sospechar de la presencia de la enfermedad, pero que no se pueda poner en evidencia la

presencia de microfilarias utilizando métodos microscdpicos.

Las causas de laamicrofilaremia en presencia de adultos de D. immitis pueden ser las

dquientes

-L ocdizaciones ectdpicas de los vermes adultos. Ete tipo de infestaciones acontecen
cuando los adultos de D. immitis no migran a corazon o a la arteria pulmonar, localizandose
en otros organos dd anima. En estos casos, la infestacion, puede 0 no ocasionar

sintomatologia, dependiendo de lalocalizacion de los vermes adultos.
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-Infestaciones por vermes de un s9lo sexo. En esos casos la fertilizacion no es posible
y por tanto no existen microfilarias en la sangre circulante. Este hecho puede ocurrir como
consecuencia de un tratamiento adulticida, ya que muchos farmacos tienen una mayor eficacia

frente alos machos.

-Infestaciones en periodo de prepatencia. Los adultos estén en € corazdn, pero, a no

haber acanzado lamadurez sexua, no producen microfilarias.

-Infestaciones tratadas con farmacos microfilaricidas, como € levamisol o ivermectina

-Infestaciones estériles debido a la respuesta inmunitaria del perro que produce
anticuerpos frente a la liberacion de microfilarias por la hembra. Es la verdadera dircfilarioss
oculta y la diminacion de las microfilarias se produce por la captura de las larvas en los

capilares pulmonares, sin embargo, los adultos Situados en € corazdén no sufren ninglin dafio.

Entre las digtintas pruebas que exisen actuamente, estén las de deteccion de

anticuerpos 'y de antigenos circulantes especificos del parasito adulto.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta se ha empleado para intentar detectar
anticuerpos que reconocieran antigenos Stuados en la cuticula de la microfilaria El
enzimoinmunoandisis es otra de las técnicas que se ha empleado, sobre
todo para detectar anticuerpos frente a los adultos de D. immitis. Mediante esta técnica los
resultados pueden ser positivos a partir de los 10-12 dias después de la infestacion por las
L3.

El problema principa con esta técnica surgid d ser menor su especificidad de la que

se pensaba (Calvert, 1987; Courtney y col., 1989). En este sentido, hay una gran cantidad
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Inaceptable de falsos pogitivos y reacciones cruzadas con D. reconditum particularmente en
la fase de prepatencia y con helmintos intestindes (Toxocara canis, Toxascaris leonina,
Ancylostoma caninum y Uncinaria stenocephala). Por otra parte, |os perros tratados frente

alasmicrdfilarias de D. immitis con ivermectina también resultan positivos (Calvert, 1987).

Todo dlo ha hecho posible que este tipo de pruebas hayan sido sustituidas por
pruebas encaminadas ala deteccidn de antigenos parasitarios en € suero. En contraste con las
pruebas encaminadas a detectar anticuerpos, la deteccion de antigenos es mucho més
especifica'y no se encuentran falsos positivos debidos d reconocimiento de antigenos de las

otras tres especies de filarias que son prevaentes en Espaiay en otros paises.

L as técnicas inmunol dgicas, por su parte, también pueden dar lugar a falsos negativos,
incluso en perros muy parasitados, debido a la dteracion que en etos animdes, sufre la
respuestainmune,

En este apartado, dedicado d diagndstico de la dirofilarioss canina, no podemos
dgar de hacer referencia a las grandes posibilidades que tiene latécnica de PCR. Esta técnica
puede poner en evidencia la presencia del parésito através de la deteccion del DNA de éste.
Laprincipd ventgja de la PCR reside en su extraordinaria sengbilidad; una sdla microfilariaen

lamuestra es suficiente para dar lugar a un resultado positivo.

1.6- TRATAMIENTO Y PROFILAXIS.

La dircfilariods requiere un tratamiento complgo pero puede llevarse a cabo en la

mayor parte de los casos con éxito s se redlizan de forma correcta
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Exigen famacos adulticidas de gran eficacia Son arsenicdes pentavdentes de
elevada hepato y nefrotoxicidad, por 1o que es necesario redizar una evduacion de la
funciondidad de éstos Organos, ademas de la cardiopulmonar, e ingtaurar un tratamiento
sntomético previo d curativo S fuera necesario. El reposo y € &cido acetilsdicilico ayudan a
evitar complicaciones por tromboembolizacion postratamiento.

Un mes después del tratamiento adulticida debe redizarse  tratamiento microfilaricida
alin cuando se hubiera redizado previamente. El famaco a emplear en d tratamiento
microfilaricida es a criterio del veterinario, pues agunos de los més €ficaces no se
comercidizan para tal fin, Sendo necesario € empleo de preparados para otras especies
paréstas. La dircfilarioss tiene tratamiento quimioprofilactico de devada eficacia. La
conveniencia de su empleo, d periodo de administracion y € farmaco a emplear sera llevado

a cabo segun criterio clinico.

Son muchos los dinicos que consideran que la diminacion de las micrdfilarias
circulantes favorece una mayor tolerancia dd tratamiento adulticida. Otros, por € contrario,
no creen necesario € tratamiento microfilaricida previo. El reposo antes y durante €
tratamiento, € empleo de &cido acetilsdlicilico o corticoides, (Rawlings, 1990) son aspectos

gue también crean controversias entre |os epecidigtas en dirofilariosis.

Tratamiento Sntomético: Las pautas a seguir en € tratamiento de la dirofilariosis son
dependientes de la severidad del proceso. Es necesaria la evauacion clinica pretratamiento

adulticida, que debe evitarse en caso de:

-Fdllo cardiaco congestivo.
-Sindrome de vena cava.
-Signos de tromboembolizaciones.

-Coagulacion intravascular diseminada
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-Neumonitis dérgica
-Cirrosis hepética.
-Azotemia.

-Nefropatias con proteinuria.

S d perro muestra signos de severa enfermedad vascular o hipertenson pulmonar se
recomienda € tratamiento previo con &cido acetilsdicilico (Aspirinao) a razéon de 5mg/kg.
durante 7-14 dias antes dd tratamiento adulticida, durante € mismo y hasta 3-4 semanas
postratamiento adulticida. Esta préctica ha demostrado ser muy eficaz en la prevencidn de
complicaciones por tromboembolizacion de los fragmentos de los vermes muertos y esta
demodtrado que reduce la enfermedad arterid pulmonar por inhibicion de la reaccion
inflamatoriay de la adhesion de las plaquetas a la intima, principales causas de la endarteritis
(Rawlings, 1986). Algunos clinicos utilizan esta pauta Sempre gue redizan un tratamiento
adulticida, con independencia del grado de ateracidn cardiopulmonar que presente d animd.
Se prescribe rutinariamente para animales enfermos de grado moderado o severo, es decir,
con intolerancia d gercicio, tos, pérdida de peso, evidencia radiologica de dteraciones
arteridles pulmonares, signos eectrocardiogréficos de hipertrofia ventricular derecha o astitis
(Jackson, 1989). En caso de que exigtan signos de coagulacion intravascular diseminada,

antes del tratamiento adulticida debe administrarse heparina sodica (150 Ul/kg cada 8 horas).

S d anima muestra signos de falo cardiaco congestivo se administraran diuréticos
como la furosemida a razéon de 3-5 mg/kg cada 8 horas. También pueden administrarse

vasodilatadores mixtos como d captopril 0 enalapril, aunque su utilidad es discutible.

Los glucocorticoides han sdo empleados con gran frecuencia en animaes con
dirofilarioss y solamente deben ser administrados cuando exisan evidentes sgnos de

dteracion en d parénquima pulmonar, principamente neumonitis interdicid. Estos farmacos
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pueden agravar la tromboembolizacion y la fibross periarterid, interfieren en la iminacion de
los fragmentos de los vermes muertos y consecuentemente en la resolucion de las lesiones
arterides. A su vez, activan laadhesion delas plaguetas y la proliferacion de laintima. Aunque
los antiinflamatorios reducen la acumulacion de fluido en intersticio y dvéolos, también
reducen € flujo de sangre arterid, agravando la hipertensidn pulmonar y favoreciendo d fdlo

congestivo.

Tratamiento adulticidac En generd, es de gran utilidad la clagficacion redizada por
Reynaud (1990) en diferentes clases clinicas para la gplicacion dd tratamiento adulticida que

S muestra acontinuacion en la Tabla 1.ii.

Clinica Tratamiento
Clase| Asintomético Adulticida
Reposo (1 mes)
Clasell Enfermedad moderada Adulticida
(tos esporédica) Reposo (1 mes)
Clase Il Sintomatico Adulticida
Tratamiento sintomético
Reposo (1 mes)
Clase IV Sindrome vena cava Extirpacion quirdrgica
Adulticida
Reposo (1 mes)

Tabla 1. ii. Clasificacion sintomética de la dirofilariosis. (Reyland, 1990).

Una vez redizado d tratamiento adulticida debe mantenerse d anima bgo control
para observar las posibles complicaciones por tromboembolizacion. Suelen aparecer 2-3
semanas después ddl tratamiento adulticida'y su presencia requiere de reposo absoluto, ayuda
ala ventilacion pulmonar con oxigeno y administracion de broncodilatadores (Cavert y cal.,
1993). S == presenta hemoptisis se debe intentar evitar |a pérdida de sangre administrando

antitusigeno.
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En d sindrome de vena cava, € Unico tratamiento que puede practicarse es la
extraccion quirdrgica de parasto. Se rediza con un férceps dligator rigido o flexible
introducido via vena yugular externa. Se suele redizar con anestesia loca, pues € estado del
anima puede ser critico para la anestesia generd. Una vez redizada la extraccion se
recomienda € tratamiento adulticida 2-4 semanas después de la intervencion quirdrgica

(American Heartworm Society, 1992).

Dentro de los farmacos con eficacia adulticida los més utilizados son:

a)Tiacetarsamida sodica (Caparsolate®, Filaramide®): arsenicd pentavalente de
administracion endovenosa. Es eficaz ala dosis de 2,2 mg/kg cada 12 horas durante dos dias
seguidos. Cada dosis debe administrarse después de la observacion del estado generd del
perro. Conviene que sea dimentado 30 minutos antes de cada inyeccion. S se extravasa es
muy irritante y téxico, provoca flebitis y necrosis de tgidos blandos. Deben evitarse estas
complicaciones por aplicacion en area de extravasacion de un fluido isotonico diluyente,
inyeccion en la zona afectada de dexametasona o por gplicacion de un antiinflamatorio uso
topico. Los principaes érganos excretores de la tiacetarsamida son € higado y los rifiones

(Drudge, 1952).

bMearsamina sodica (Immiticide®): arsenical  pentavalente de administracion
intramuscular. Se utiliza a la dosis de 2,2 mg/kg (dos inyecciones) con un intervao de tres
horas en los perros con dirofilarioss clase |. Su efecto fue valorado por Reynaud, 1990;
Rawlings y coal., 1996. Reynaud vaoro € efecto del hidroclorato de melarsamina en 1990 y
considerd que era més eficaz frente ala dirdfilariosis canina, menos toxico y mas fé&cil de usar

por viaintramuscular, que la tiacetarsamida sbdica
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Las reacciones toxicas més frecuentes se caracterizan por presencia de vomitos,
letargiay anorexia. S ocurriera ésto se debe procurar un tratamiento de soporte con perfusiéon
de soluciones parenterales, dieta rica en carbohidratos y baja en grasas durante 4 semanas, d
find de las cuaes se intentara de nuevo d tratamiento adulticida. La gparicion de bilirrubinaen
orinacon vaores 2+, 3+ 6 4+ y sobre todo la aparicion de ictericia sugiere una fuerte accion

téxicadd famaco.

Tratamiento microfilaricida: Los arsenicaes pentavaentes no tienen eficaciafrente alas
microfilarias, que no parecen contribuir de forma notoria a la patologia de la dirdfilarioss,

pero que deben ser eiminadas, pues son las responsables de la transmision de la enfermedad.

Son muchos los famacos con actividad microfilaricida, aunque en la actudidad

solamente se suden emplear laivermectinay lamilbemicina

En cuanto a la ivermectina tenemos que es eficaz frente a las microfilarias en
circulacion sanguinea y en (tero a la doss de 50 mg/kg subcuténea u ord. Los posibles
efectos adversos, son infrecuentes y parecen ser debidos a la muerte de gran cantidad de las
microfilarias. Eda reaccion adversa generdizada puede ser variable y presentarse como
depresidon, anorexia hipotensdn y shock tipo colapso. Otros efectos secundarios
referenciados solamente se presentan tras administracion de dosis muy elevadas. midriasis (2,5
mg/kg), tremor (5 mg/kg), comay colapso (10-20 mg/kg) (Campbell, 1987). Es importante
consderar la toxicidad que puede presentarse en algunos perros de raza Collie a partir de

dosis de 100 ny/kg.

Uno de los productos més tilizado es @ Cardotek 30°, administrando una Gnica
dosis via ord cada mes elaborado por Merck, Sharp y Dohme de Esparia, S. A..
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La milbemicina es un macrdlido a igud que laivermectinay sdlo se comercidiza para
la prevencion de la dirdfilarioss. A la dogs profiléctica (0,5 mg/kg) también tiene accion
microfilaricida (Blagburn y cols,, 1992). Al igud que laivermecting, las ocasionaes reacciones
adversas son debidas a la respuesta por la muerte de gran cantidad de microfilarias y son
raros los efectos por toxicidad del farmaco, savo en e caso de ciertos perros de raza Collig,
en los que ladosis etd muy por debgjo de la DL50. Puede apreciarse colapso circulatorio 6-
8 horas postratamiento que responde bien a corticosteroides y fluido parenteral. Anorexia'y
letargo también pueden gparecer a las 24 horas de la administracion de milbemicina o

ivermectina.

Tratamiento preventivo: Lainfestacion por Dirofilaria immitis puede prevenirse con
una quimioprofilaxis adecuada. El éxito de egte tratamiento es dependiente de la correcta

actuacion en dosisy periodo de administracion.

Es aconsgable € diagnostico previo d tratamiento preventivo. S @ animd presentara
infestacion, redizar @ tratamiento curdivo antes. Ante cudquier eventudidad como la
imposbilidad de tratamiento curativo por ausencia del producto y sempre que d animd no
presente grave sintomatologia, puede redizarse € tratamiento preventivo. En edtas
circungancias debe redizarse con un macrdlido y nunca con la dietilcarbamacina La
administracion de estos farmacos evita la reinfestacion y reduce la carga de microfilarias, que
sempre es favorable para € perro parasitado. Sin embargo, las posibilidades de reacciones
adversas podtratamiento son mayores cuando existe microfilaremia (Cavert y col., 1993;

Kitagaway cols., 1993).

Los tratamientos preventivos son muy eficaces, pero es recomendable que en estos

animales se redice diagnostico cada 1-2 afios, sobre todo s es un area de dto riesgo. El
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tratamiento preventivo se debe redizar desde € comienzo de la época de vudo de los
mosquitos vectores hasta 1-2 meses después de su desaparicion. Este periodo puede ser muy
diferente de unas zonas a otras. En Canarias es durante todo € afio, y en € resto de Espaiia

el periodo se extiende desde marzo-abril hasta octubre-noviembre.

Entre losfamacos més utilizados en d tratamiento preventivo estan:

a) Ladietilcarbamacina que se administra ala dosis de 5,5-6,5 mg/kg. todos los dias
durante € periodo de vuelo de los mosquitos. Este medicamento se cree que inhibe €
desarrollo de las larvas de cuarto estadio en los procesos de muda de L3 a L4 (9-12 dias
postinfestacion) o de L4 a L5 (60 dias postinfestacion). Sin embargo este medicamento ha

caido en desuso por sus muchos efectos secundarios.

b) El més utilizado eslaivermectina (Cardotek #). En comprimidos dosificadas a 6-12
nykg se administra mensudmente durante d periodo de vudo de los mosguitos. Es
totalmente eficaz Sempre que se administre en los 30 dias Siguientes a la posible infestacion.
Actla frente a las larvas de tercer y cuarto estadio. A estas dosis no se han descrito efectos

adversos.

¢) Combinacion ivermectina y pamoato de pirantd (Cardotek plus®). El pirantd
contribuye aampliar € espectro antihemintico de la especididad farmacetica
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Il.-MATERIAL Y METODOS.

2.1- Toma de muestras.

2.1.1-Obtencidén y conservacion de adultos deD. immitis.

Los parésitos adultos se recolectaron de necropsias de perros, extraidos del corazon y

pulmén en d momento de su sacrificio.

2.1.2.- Antigenos.

De los machos y hembras adultos de D. immitis se obtuvo d antigeno somético. Como
paso previo ala preparacion del antigeno se procedio a una cuidadosa limpieza de los parésitos
lavando varias veces con solucion sdina para diminar cuaquier resto de sangre del hospedador.
Estos adultos posteriormente se dmacenaron en tubos de ensayo sellados con papd de parafina
(“Parafilm”) a-80 °C hasta su utilizacion.

A partir de aqui, se trituraron los adultos de D. immitis en un homogeneizador en tampon
PBS 10mM, pH 7,2 a que se le habia afiadido un inhibidor de proteasas (Sigma PO787 0,075
U/mg). La suspension obtenida se dgjo toda la noche a 4°C. Pogteriormente se centrifugd a
100.000 g, recogiendo € sobrenadante, que, sefiltrd con filtros Millipore (Milles G-S estériles de
0,22 m de didmetro de poro). Al filtrado resultante del proceso anterior, se le vaoraron las
proteinas totales por € método de Lowry, utilizando como blanco PBS. Luego se guardo a -

80°C hasta su utilizacion.
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2.1.3-Obtencion y conservacion de muestras de sangre.

Se han investigado 1919 muestras de perros en laida de Tenerife, obtenidas de ditintas

zonas de lamisma, como se muestraen @ Figura 2.i .

Siempre que se pudo se extrgeron 5 ml de sangre por puncion venosa, dividiéndola en
dos fracciones igudes. La primera con anticoagulante (EDTA-K;) s utilizd para invediger la
presencia de microfilarias y de la segunda se obtuvo suero para la determinacién de anticuerpos.
Una vez obtenidos los sueros, se conservaron a -20°C hasta su utilizacion. La otra fraccion de las
muestras también se consarvo en las mismas condiciones tras la observacion directa en d

MiCroscopio.

De cada muedtra se recogieron una serie de datos como se muestra en la ficha

confeccionada d efecto.(Figura 2.i).

2.2-Técnicas de diagnostico.

2.2.1- Andlisisdirecto.

Visudizacion a microscopio de una pequefia cantidad de sangre (aproximadamente 20

m) colocada entre portay cubre



Cuando la cantidad de sangre obtenida era suficiente ademés del examen directo se
aplicaba e méodo de concentracién de Knott. Sin embargo, es necesario poner de
manifiesto que en muchas ocasiones y por diversos motivos no se pudo obtener la cantidad

de sangre deseada. En estos casos se prefirid utilizar lamuestra parael inmunoensayo,

Figura 2. i. Mapa de Tenerife donde se indicar los lygares de las tomas de me stras..
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sacrificando en esos casos € método de concentracion. Motivo por @ cud en @ andisis
estadigtico de los resultados estan incluidos sdlo los ddl andlisis directo y ELISA que abarcan
toda la muestra.

Al mismo tiempo, se prepararon frotis de sangre que fueron fijados y tefiidos con Giemsa

. Edtas preparaciones fueron guardadas para posteriores estudios

2.2.2- Técnicade ELISA.

Dentro de las digtintas variantes de la técnica de ELISA, nosotros hemos empleado €
método indirecto para la deteccion de anticuerpos circulantes segiin la modificacion de Ambrois-
Thomés (comunicacion ora). Como soportes se utilizaron placas de microtitulacion de 96

pocillos, marca Geiner (Labor-Technik) con fondo en U.

La sengbilizacion de las placas se rediz6 con € antigeno diluido en tampon carbonato
0,05M, pH 9,6. Se probaron digtintas concentraciones antigénicas (10, 15 y 20 ng/ml)
observando que la concentracidn idonea de antigeno para la sensibilizacion de las placas era de
10 ng/ml.

La senghilizacion de la placa se redizd a 4°C toda la noche, atemperandola d dia
siguiente a 37°C durante una hora. También se pueden guardar |as placas sensibilizadas a -80°C,

sdladas con “Parafilm” .hasta su uso.

Inicidmente se probaron las diluciones de sueros, 1/25, 1/50, /100 y 1/200 y
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posteriormente se comprob6 que 1/400 y 1/800 eran las diluciones a las que no se presentaban
reacciones cruzadas con otros pardsitos como Toxocara canis que pudieran poseer
componentes antigénicos comunes d antigeno somético de D.immitis utilizado por nosotros. Las
diluciones de los sueros se redizaron en PBS+Tween 20 0,05%+ seroa bimina bovina de Sgma

Fraccion V d 1%.

El conjugado enzimético se preparé con Anti Ig G marcada con peroxidasa (Rad/lg G
(H+L) de la casa Miles a una dilucion 1/1.500 en PBS+Tween 20 0,05%+ seroalbdimina bovina
a 1%. El revelado se llevd a cabo con 25 ml de tampdn citrato 0,07M pH 5,15 + 0,075 ml de
H,O, + 75 g de ortofenilendiamina de Sigma como cromégeno. Afiadiendo SO4H, 2N se pard

lareaccion enzimética.

Finamente, se redizd lalectura de la densdad éptica (D. O) en un lector controlado por
un microprocesador EASY BEAM (ATOM), a una longitud de onda de 492 nm. Para la
interpretacion de los resultados, se tuvo en cuenta en primer lugar, los resultados obtenidos por
diluciones seriadas de sueros de referencia positivos, confirmando de esta forma, la bondad de la
técnica empleada. En segundo lugar, se tomaron como sueros positivos, aquellos cuya D.O. era
superior a la media més 4 desviaciones sandard (D.S). Criterio este seguido por diversos

autores, (Rieray col., 1988).

Se tomaron como sueros negativos, aquelos cuya D.O. erainferior alamediamés 2 D.S.
y sueros dudosos eran los que tenian su D.O. comprendida entre lamediamés 2 D.S. y lamedia

més4D.S.
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Hay que tener en cuenta, que la cantidad de anticuerpos circulantes, es mayor en d
periodo prepatente, disminuyendo cuando se cronifica la enfermedad y aparece la microfilaremia
Asi |o han hecho ver también Pacheco, 1966; Wilkinsy cols, 1978; Scholtensy cal., 1983 entre
otros. Grieve y col., 1985 en infestacion experimenta, observo que hacia la semana 34, la
concentracion de anticuerpos circulantes es mayor, decreciendo a continuacion con la aparicion
de las microfilarias. De ahi que los sueros con dirofilariosis oculta, tengan de promedio, unos

titulos superiores d de los perros que presentan microfilaremia.

2.2.3- Reaccién en Cadena dela Polimerasa (PCR).

Los métodos inmunol égicos, aunque senshles y Utiles, presentan algunos inconvenientes,
como la gparicion de respuesta tras concluir la infestacion (ya que siguen circulando anticuerpos)
0 la necesidad de un periodo de tiempo entre la entrada del parésito en € organismo y d
comienzo de la produccion de anticuerpos, la variacion de la respuesta inmune de los digtintos

individuos, €tc.

Todo esto ha desembocado en la gparicidon de un nuevo tipo de técnicas que permiten la
deteccion directa de fragmentos del genoma, es decir la puesta en evidencia de una parte del
parésito, tanto en tgidos o células aildadas, como en fluidos bioldgicos. Laimportanciade laPCR
reside en su capacidad para amplificar DNA (ya sea puro o impuro, esté entero o fragmentado)
por un método de proliferacion quimico. De esta manera es posble amplificar secuencias de
DNA especificas (de un tamafio comprendido entre 50-2.000 pares de bases) mas de un millén

de veces en s0lo unas pocas horas.
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Por otro lado, la capacidad de amplificar DNA *“crudo”, desde cantidades demasiado
pequefias para una clonacion, da a esta técnica una extraordinaria importancia como herramienta

de trabgjo en Biologia Molecular.

Este méodo fue descrito por Mullis en 1984. Consste en copiar (amplificar)
repetidamente un determinado fragmento de DNA que se encuentra flanqueado por una
determinada secuencia de nucledtidos. Para €lo es necesaria la intervencion de una enzima, una
DNA polimerasa, que a partir de una secuencia molde monocatenaria y en presencia de unos
cebadores que indicardn la region de comienzo, es capaz de fabricar la cadena complementaria a

dicha cadenaen direccion 5'-3'.

2.2.3. @) Extraccion del DNA de adultosdeD. immitis

1) Homogeneizacion del adulto con una solucion de lisis. Para €lo se usaron 3 ml de dicha

solucion por cada 100 mg de muestra. La composicion de la solucion deliss eslasiguiente:

SDS . 0,5%
TRISHCLPH 7,4 ..o 10mM
NBCH ..o S0mM
EDTA 1ImM

Eda disolucion se edterilizo en autoclave y de dla se tomd € volumen necesario para la

homogeneizacion. La solucion de liss se conservo a temperatura ambiente.
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2) Rotura de membranas celular es. Después de la homogeneizacion se colocaron aicuotas en
tubos eppendorf y se afiadio proteinasa K hasta una concentracion find de 0,30 mg/ml. La
proteinasa K presenta actividad proteasa y es usada para digerir las proteinas presentes en €
medio. Para su consarvacion se disolvid en una disolucion 10mM de CaCl, hasta una

concentracion de 10 mg/ml y se conserva a -20°C hasta su uso.

Para dgar actuar ala proteinasa K se tomaron los tubos eppendorf vy, tras agitacior en €

“vortex”, se colocaron a bafio Mariaa 56°C durante una hora.

Pasado este tiempo se retiraron |os tubos eppendorf del bafio y se dgaron a temperatura
ambiente durante toda la noche, con lo cud se digieren las proteinas presentes en la muestra

asociadas a DNA.

3) Extraccion. Las extracciones se redizaron con diferentes disolventes que tienen como

objetivo eliminar todos los restos proteicos y lipidicos.

Se adiciond fenol equilibrado (v/v), se agit6 en € “vortex” y se centrifugd a4°C y 13.000

rpm. durante 5 minutos.

En la fase acuosa, fase superior, quedan sales y DNA. En la inferior, la fase organica,
queda todo lo que se desecha. Se tomd la fase superior y se rediz6 otro lavado con fenol
equilibrado. La fase acuosa se trandfirid a un nuevo tubo eppendorf donde e le afiadié un
volumen de mezcla de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y se volvio a centrifugar. El

cloroformo aumenta la hidrofobicidad de lafase organica.



Nelly C. Sanchez Gamarro Material y Métodos

Por Ultimo, se agregd a la fase superior, cloroformo/isoamilico (v/v) preparado en una
relacion 24:1, se agité con € “vortex* y se centrifugd a 4°C y 13.000 rpm durante 5 minutos.
Con este paso e pretende eliminar las trazas de fenol presentes. El alcohol isoamilico reduce la
formacidn de espuma. Tras este proceso se consiguio aidar € DNA de la muestra en la fase

acuosafinal. Serecogio lafase superior y se colocd en otro tubo eppendorf.

4) Precipitacion del DNA. En esta etgpa se dtera la constante dieléctrica del medio donde se
encuentra disuelto d DNA para que éste precipite. Lo que se quiere conseguir es concentrar y
purificar € DNA, precipitandolo. Para ello se afiadio d tubo eppendorf con la Ultima fase
superior 0,1v de acetato sbdico 3M pH 5,2y 1v de isopropanol.

Para este trabgjo se digid isopropanol, dado que € RNA es més soluble en isopropanol
gue en etanal y lo que interesa en este caso esel DNA. Seinvierte @ tubo eppendorf suavemente
durante 4-5 minutos y se observa como comienza a precipitar € DNA (gparecen unas hebras
blanquecinas muy finas y, 9 la cantidad es grande, una masa compactd). Para aumentar €
rendimiento y la velocidad de precipitacion se dgjé a-20°C toda la noche (3 horas como minimo)
y pasado este tiempo se centrifugd a 4°C y 13.000 rpm durante 10 minutos, se retird € maximo
de dcohol posible conservando € precipitado.

5) Lavado, secado y disolucion del DNA. Estos son los pasos finaes de la extraccion del
DNA que se redizaron lavando € precipitado de DNA con etanol frio a 70% y se centrifugd a
4°C y 13.000 rpm durante 5 minutos. Se lavd con etanol frio a 70% para diminar los posibles
restos de sdes que hayan precipitado con € DNA de lamuestra. Se diminé € sobrenadantey se
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secO d precipitado en una estufa a 37°C, durante 30 minutos.

Se resugpendio d DNA en 50 ml de agua bidestilada ésteril templaday se dgjé en d bafio
como una media hora para facilitar la disolucion del DNA, asi se dgjé a temperatura ambiente
durante toda la noche. Al dia siguiente y antes de guardarlo a -20°C, se cuantificd su
concentracion en un espectrofotometro (Gene-Quant de Pharmacia Biotech), a una longitud de

onda de 260 nm.
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2.2.3.b) Extraccion del DNA de muestrasde sangre.

La extraccion del DNA de las muestras de sangre siguié basicamente € mismo esquema
que para € adulto, sn embargo existen dgunas diferencias que es preciso resdtar. Se tomaron
2,5 ml de sangre total con EDTA-K, como anticoagulante y se centrifugaron a 8.000 rpm durante
8 minutos a temperatura ambiente. Se retiré d plasmay se lavd dos veces con agua destilada
para hemalizar los hematies y se centrifugd a 3.000 rpm durante 5 a 10 minutos, eiminando la
hemoglobina (importante inhibidor de la PCR).

Todos |os demas pasos de la extraccion de DNA son similares a descrito anteriormente.

2.2.3.c) Método.

Seredizd laPCR segin & método descrito por Mullis en 1984.

2.2.3. d) Eleccién de cebador es.

Para proceder a la deccion de cebadores se consultd @ Software informético GCG,

ubicado en € Centro de Biologia Molecular de Madrid, solicitando informacion sobre las

secuencias conocidas del genomade D. immitisy € tipo de proteina que expresan. Por otro lado

también se buscaron |as referencias existentes conteniendo informacion a respecto.

Los cebadores consgen en secuencias, normamente de 17 a 22 nucledtidos,

complementarios d extremo 5 de cada cadena de fragmento de DNA motivo de estudio,
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dglando libre d extremo 3' donde la polimerasa se encargard de ir incorporando los nucledtidos
complementarios a la cadena molde. El correcto disefio de estos cebadores es clave en la

especificidad del proceso.

Unavez eegidala secuencia con laque seiba atrabgar se comenz6 aestudiar en dlalos
posibles cebadores, que debian tener una longitud de 20 nucledtidos y no formar dimeros. Los
dos cebadores que se escogieron se denominaron NEL 1 y NEL 2 respectivamente y su
Secuencia se muestra a continuacion:

NEL 1. 5-ACG TAT CTGAGCTGG CTCAC-3

NEL 2. 5-ATGATCATT CCGCTT ACG CC-3

Estos cebadores sdeccionados, amplifican un fragmento de un gen, que expresa una
proteina de 133 aminoacidos de longitud y de un tamafio aproximado de 15 kd. (Scoles 'y cal.,

1995).

La composicidn de nucledtidos de los cebadores es como sigue

NEL 1:
Nuclebtidos NUmero %
ADENINA 4 20.0
CITOCINA 6 30.0
GUANINA 5 25.0
TIMINA 5 25.0
ADENINA+TIMINA 9 45.0
CITOCINA+GUANINA 11 55.0
NEL2:
Nuclebtidos NUmero %
ADENINA 4 20.0
CITOCINA 7 35.0
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GUANINA 3 15.0
TIMINA 6 30.0
ADENINA+TIMINA 10 50.0
CITOCINA+GUANINA 10 50.0

L os cebadores fueron servidos liofilizados por Pharmacia Biotech, y se llevaron hasta una
concentracion find de 1 mM con la que se trabgjo, Se encontrd que a la concentracion a la que

existiamegor respuesta eraaladilucion 1/16 de ambos cebadores.

2.2.3. €) Componentes dela PCR.

L os componentes de la PCR son la muestra, (ala que se le ha hecho la cuantificacion dd
DNA), los nucledtidos, los cebadores y la Tag polimerasa. Este Ultimo componente debe ser
disuelto en un tampdn “Buffer* que contiene (TrisHCI 10mM pH 8,3 KCI 50 mM, MgCh 1,5

mM) suministrado por Perkin Elmer y crea las condiciones Gptimas de trabgjo de la enzima.

Los nucledtidos (ANTP) nos lo suminigraron la casa Boehringer Mannhem a una
concentracion de 4mM y como para nuestro ensayo se necesitan a 200mM entonces tomamos 5
m de la mezcla para un volumen fina de PCR de 100 ml. En nuestro caso la PCR se hizo con un
volumen final de 50 m.

La preparacion de una disolucidn llamada “Master* es necesaria para evitar posibles

contaminaciones de |os componentes de la reaccion y ahorrar tiempo en & montgje de la técnica

El “Master” que se conserva a -20°C, contiene todos los componentes de la PCR
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(“Buffer” 10 x, cebadores (1 y 2), nucledtidos y agua bidedtilada estéril) excepto la Taq

polimerasay la muestra

La Tag polimerasa utilizada en estos ensayos fue suministrada por Perkin Elmer de lacasa
Roche a una concentracion de 5 unidades por m. La temperatura éptima de amplificacion de la
Tag polimerasaes de 72° C y se conservo a-20° C hasta su uso.

2.2.3.f) Montagjedela PCR.

Se usaron las guientes condiciones:

Volumen totd reaccion: 50 m.

Muestra 50 ng de DNA de las muestras sanguiness.
0,93 ng de DNA dd adulto de D. immitis.

Cebadores: 32,2 nmoles de cebador 1.
38,7 n moles de cebador 2.

Nucledtidos (ANTP): 200 mM de cada nucledtido.

Medio de reaccion: 5 m de tampon PCR 1x

Tag polimerasa: 25U.

La reaccion que tuvo lugar en nuestros ensayos se corresponde con € esquema extraido

de las condiciones de amplificacion que estudiaron Scoles y col., 1995 con una serie de
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modificaciones.

Esta mezcla se sometid a siguiente tratamiento térmico:

19 Desnaturdizacion previat 94°C durante 4 minutos.
2°) 40 ciclos de:
90°C durante 1 minuto (desnaturalizacion).
62°C durante 1 minuto (anillamiento).
72°C durante 1 minuto (reaccion de polimerizacion).

3) Polimerizacion find: 72°C durante 5 minutos.

Después del paso de ongacion fina se mantuvieron las muestras a 4°C.

2.2.3. g) Visualizacién delos productos de PCR.

1.-Preparacion de los geles. Para visudizar los productos de la reaccidon, es necesario
someterlos a una electroforesis en geles, que estdn compuestos por agarosa disuelta en tampon
TAE 50x (tampdn Tris 0,04M, acetato 0,04M y EDTA 0,001M, gustando € pH a 8,0 con
&cido acético glacid) incorporando posteriormente € agente intercaante y fluorescente, bromuro
de etidio a una concentracion find de 0,5 ng/ml. El bromuro de etidio es una sustancia que se
intercala entre las hebras de DNA y las hace visbles en presencia de luz ultravioleta La
electroforesis se llevd a cabo en cubetas submarinas donde d gel queda completamente cubierto
por d tampon de dectroforesis (TAE 1x), evitando asi @ sobrecdentamiento dd mismo. Esto

obliga a mezclar la muestra con un tampon de carga que contiene glicerol d 30%, que impide que
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lamuestra se diluyaen € tampodn de dectroforesis. Este tampdn de carga esta compuesto ademés

por azul de bromofenol a 0,25%, colorante que permite seguir laevolucién de la éectroforesis.

Para d tamafio dd producto de amplificacion obtenido a partir de la reaccion de PCR,
fragmento de DNA de 378 pb repetido en tandem, la concentracion de agarosa recomendado

paralaresolucion de DNA lined de 200-3,000 pb fue dd 1,5%.

2.- Preparacion de muestras para electroforesis. Las muedtras para la eectroforesis se
prepararon mezclando 15 m de lamuestrade DNA amplificado con 3 m de tampdn de carga. Al
cargar € gd de agarosa, se usd un blanco, congtituido por 15 m de muestra de agua bidestilada

estéril sometida aamplificacion mas 3 m del tampdn de carga..

3.-Preparacién del marcador de peso molecular. Para comprobar € tamafio de los
fragmentos de DNA amplificado se usaron como marcadores de peso molecular € “100 Base-

Pair Leadder” de Pharmacia Biotech, aladilucion 1/20 de la solucidon madre.

4.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa. Las dectroforesis se llevaron a cabo en
cubetas horizontales, de la marca PHARMACIA L. K. B. moddo GNA 100, con geles
sumergidos de 76 x 100 mm. y 32 ( 76 mm., dependiendo del nimero de muestras. Se aplicaron
intensidades de corriente congtantes generadas por una fuente de dimentacion, de la marca
PHARMACIA Biotech, modelo Electrophoresis Power Supply-EPS 3500, que oscilo en  90-
100 voltios (voltge de 9-10 voltios’cm de gel) para los geles grandes, y 150 mA durante 30
minutos, atemperatura ambiente.
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5.- Visualizacion de resultados. Tras la dectroforesis, y para visudizar los resultados, se
expuseron los geles a luz ultravioleta de 340 nm. en un trandluminador (marca Ultrdum Dud
Lightr, Transluminator), y se fotografiaron con una camara Polaroid modeo MP-4, provista de
pelicula ingantanea de la misma marca, tipo 667, o se digitdizo laimagen mediante d sstema de
captacion de imagenes “ Gelprinter by TDI”.
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2.2.3. h) Transferencia de DNA desde geles de agarosa a membranas de “nylon”

car gadas positivamente.

El méodo empleado fue & de Southern blot en solucion dcdina. Se basa en arradtrar €
DNA desde un gd de agarosa hasta una membrana donde queda retenido o inmovilizado. Para
ello, se crea un flujo constante de hidroxido sodico 0,4N (transferencia acaling) desde d gd hacia
la membrana. Para crear este flujo se hace una torre con trozos de papd de filtro del mismo
tamafio que & gd y de unos 2 6 3 cms de dtura sobre los cuales se ponen 5 papel es de Whatman
3MM, d dltimo, humedecido con tampdn de transferencia. Sobre éste se coloca la membrana de
nylon cargada postivamente (Boehringer Mannhein) también impregnada con hidroxido sodico
0,4N. Seguidamente se pone sobre la membrana € ged de agarosa que previamente se ha
sumergido en hidroxido sodico 0,4N unos minutos. Para evitar que € tampdn fluya por fuerade la
membranay no pase através de ella, hay que enmarcar la membrana con unas tiras de pléstico.
Sobre @ gel se colocan otros 3 papeles Whatman 3MM también mojados en hidréxido sodico
0,4N y por ultimo se coloca un puente de papd Whatman 3MM que vaya desde un recipiente
que contenga € tampon de transferencia, hidroxido sddico 04N, hasta la parte superior de la
torre. Se cubre con un trozo de pléagtico para evitar evaporaciones y se pone un pequefio peso

para que haya un contacto mas intimo entre |os componentes.

Al cabo de una hora, @ tampon de transferencia habra atravesado € gd y la membrana,
arastrando € DNA desde € gel, quedando € DNA retenido en la membrana. Se retiran todos
los papdesy los restos dd gel y se lavala membrana durante 3 minutos con tampén SSC 2x. S
el DNA a tranderir es de gran tamafio, antes de la trandferencia se sumerge @ gd en &cido

clorhidrico 0,25N durante 30 minutos en suave agitacion, con la findidad de facilitar luego la
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trandferencia, y luego se neutrdiza con hidréxido sodico 04N durante 20 minutos. S € DNA

motivo de transferencia, es producto de PCR, que es nuestro caso, esto No es necesario.

Una vez pasado este tiempo, se deposita la membrana, con la zona donde tedricamente
se encuentrae DNA, en un transiluminador de luz ultravioleta, y se somete a su accidn durante 3
minutos. A partir de este paso, la membrana se puede guardar entre papel Whatman 3MM hasta
la posterior hibridacion.

2.2.3. i) Purificaciéon de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa de bajo punto

defuson.

1.- Al correr € producto amplificado del adulto en un gd de agarosa “low-mdting” a 0,7% y
utilizando & marcador de peso molecular | -Hind 111 se obtuvieron dos bandas en tandem, una de

378 pb y otra de 800 pb. Estas bandas de interés se localizaron bgjo luz ultravioleta.

2.- Utilizando un bisturi, se cortaron los trozos de agarosa que contenian la banda de interésy se

transfirié a un eppendorf, cada uno de los trocitos por separado.

3.- Seafiadieron 5 volimenes de: Tris-Cl (pH 8,0) 20 mM y EDTA (pH 8,0) 1 mM acadatrozo
de agarosa. Se cerraron cada uno de los tubos y se incubaron durante 20 minutos a 65°C para

fundir laagarosadd gd.

4.- Se enfrid lasolucion atemperatura ambiente y se afiadid un volumen de fenol equilibrado apH

8,0 con Tris-Cl 0,1IM. Se mezcl6 durante 20 segundos y se centrifugd a 4000 g durante 10
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minutos a 20°C. Se redizd una preextraccion de la fase acuosa una vez con fenol:cloroformo y

otra vez con cloroformo.

5.- Se trandfirio la fase acuosa a un eppendorf y se le afiadio 0,2 volimenes de CILi 4M y 2
volimenes de etanol a 4°C. Se dg6 la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
recogié d DNA por centrifugacion. Se secay se disudve en 12-20 mde agua bidestilada estéil.
(Sambrook y cols, 1989).

2.2.3.]) Marcaje de sondas.

Exigen diferentes métodos de marcge de sondas, con moléculas marcadas
radioactivamente, detectables radiogréficamente y con moléculas no radioactivas detectables

quimicamente.

En & presente trabgjo se ha empleado un método de marcgje que utiliza como marcador
un edteroide, la digoxigenina, unido a moléculas de deoxiuridil trifosfato (dUTP) por medio de
enlaces estables en medio dcdino (DIG-11-dUTP). En funcidn dd tipo de sonda a utilizar, se
pueden establecer diferentes estrategias de marcge. Parae marcagje de nuestras sondas sellevd a
cabo un método que es capaz de producir suficiente cantidad de sonda de DNA marcada en
poco més de una hora de reaccion. Dicha reaccion es mediada por la accion de la enzima
Klenow, y la presencia dd nucledtido responsable dd marcge, DIG-11-dUTP. La enzima
Klenow tiene capacidad de actuar como polimerasa en condiciones de bgja concentracion de sa

0 como hexonucleasa cuando la concentracion de sal es dta
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En nuestro experimento se usd como polimerasa utilizando € extremo 3'OH termind de
unos hexanucledtidos fabricados d azar como cebadores, dado que desconociamos la secuencia
del fragmento a marcar. Como nucledtidos se utilizd una mezcla entre los que se encuentra €

DIG-11-dUTP.

Asdi, d producto resultante contenia una porcion de nucledtidos marcados y homologos a
las cadenas molde. Este método estd4 recomendado para fragmentos desde 200 hasta 2.000
pares de bases, en nuestro caso un fragmento tenia 800 pb y otro 378 pb. (Sambrook y cols.,
1989)

El procedimiento seguido esd siguiente:

Se partio de 15 m de muestra que contengan entre 0,5-3 ng de DNA. Lo cdentamos a
95°C durante 10 minutos para su desnaturaizacion, e inmedistamente se pone € eppendorf
donde tenemos la muestra en higlo picado, para evitar la renaturaizacion. Lo mismo se hace con

d DNA control.

Se preparamos la mezcla de reaccion donde va a tener lugar € marcgje, afiadiendo los

reactivos en d sguiente orden:

El volumen total de reaccion 20 m.

DNA MUESIAL.......cooeeiieiereesieeeeseene 10 ng-3 ng (volumen variable)
Hexanucd edtidos (10X).......cccvevveeerennenne. 2m

ANTP marcados (10X) ......cccceeevreevereennenn 2n

DAY [U7= Vo o IS 19 m
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La mezcla de dinucledtidos marcados 10x esta condtituida por: 1 mM de dATP, 1mM de
dCTP, ImM de dGTP, 0,65 mM dedTTPy 0,35 mM de DIG-dUTP.

La mezcla de reaccion se sometié a 37°C durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se
procedio a parar la reaccion con 2 m de EDTA 0,2M pH 8,0 y a precipitar la sonda marcada
con 75 m de etanol frio en presenciade 2,5 m de LiCl 4M que se mantuvo a -20°C durante toda
la noche. Se centrifugd y € precipitado se lavé con etanol d 70%. Por Ultimo se seco y disolvid

en 20 nm de agua bidestilada.

Para la cuantificacion, se redlizaron soluciones seriadas de un DNA control (Boehringer
Mannhein) marcado con digoxigenina con concentraciones que van desde 100 pg/m hasta 0,1
pg/m. Se colocd una gota de 1 m de cada uno de los controles sobre una membrana de nylon
cargada positivamente, igual volumen de la muestra problemay dd control de marcgie. Una vez

seca procedimos a la reaccion de inmunodeteccion.

2.2.3. k) Hibridacion de DNA fijado sobre membrana de “nylon” cargada postivamente.

(Sambrook y cols. 1989).

Permite asegurar que determinado DNA gendmico o un fragmento de DNA producto de

PCR, coincide con € esperado, o0 bien locdizar un determinado fragmento de DNA o gen dd

producto de una digestion enzimética tras una separacion de los fragmentos por dectroforess
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(Southern blot) o de determinado RNA (Northern blot).

La especificidad de union entre la sonday € DNA o RNA a estudio dependera de los
sguientes factores:

a) Temperatura de hibridacion.

b) Tiempo de hibridacion.

¢) Composicion dd tampon de hibridacion.

d) Composicion del tampon de prehibridacion.
€) Temperatura de lavado.

f) Tiempos de lavado.

g) Composicion dd liquido de lavado.

El protocolo seguido fue € Sguiente:

Se coloco & tampdn de prehibridacion en € tubo de reaccion del horno de hibridacion
(Hybridizer HB-2D) caentéandolo hasta la temperatura de hibribacion (68°C). Se introdujo la
membrana con unas pinzas y se mantuvo en continua agitacion durante una hora como minimo,
tras lo cud se dimind d tampdn y se sudtituy6 por 3 ml de tampon de hibridacion previamente
caentado a 95°C durante 5 minutos y se dgj6 toda la noche a 68°C en continua agitacion. Al dia
sguiente, seretird lasonday se guarda para ser reutilizada. La membrana se lavé 2 veces con 20
ml de SSC 2x, SDS 0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo se
cdientaen & mismo tubo de hibridacion limpio, 10 ml de SSC 0,1x, SDS 0,1% A 68°C.
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Una vez redizados los dos primeros lavados, se trandfirié la membrana a tubo de
hibridacion con € segundo liquido de lavado y se dgjé durante 15 minutos a 68°C tras lo cud se
sudtituyé € liquido por otra porcion dd mismo dgjandolo otros 15 minutos. Una vez terminados

los lavados se procedio d revelado de la membrana por inmunodeteccion.
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2.2.3.1) Inmunodeteccion dela sonda.

La membranatras ser hibridada, se lav6 durante 2 minutos con tampon de &cido maleico,
tras diminar todo d tampdn, se afiadieron entre 10-30 ml de tampdn de bloqueo durante 30
minutos en suave agitacion. Una vez diminado este tampon, se afiadio d anticuerpo, en 20 ml de
tampon de bloqueo que contenia anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa dcdina (anti-DIG-

AP) en una concentracion de 150 mU/ml y se mantuvo durante 30 minutos en agitacion.

Se dimind la solucion con € anticuerpo y se lavd 2 veces con 20 ml de tampdn &cido
maeco durante 15 minutos, para quitar los restos de anticuerpo que no se hayan unido
especificamente a la digoxigenina. Se equilibré la membrana lavando con 20 ml de tampdn de
revelado durante 2 minutos. Por ultimo, se afiadieron 15 ml de tampon de revelado que contenia
los sustratos NBT/BCIP (Boehringer Mannhein), manteniéndolo en la oscuridad e inmovil hasta
gue apareci6 un precipitado de color en € lugar de la membrana donde la sonda estaba presente,

paralo cua puede transcurrir desde 5 minutos hasta 1 dia.

Una vez terminada la reaccion se detuvo con tampdn de parada 'y se seco en la estufa

para ser guardado.

2.2.3. m) Investigacion deDirofilaria repens.

Las muestras sin microfilaremia , postivas a ELISA y negdtivas a la PCR e hibridacion

fueron sometidas a otra PCR utilizando cebadores especificos de D. Repens.
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Estos cebadores que denominamos R1 y R2 amplifican un fragmento de 176 pb
dtamente repetitivo dd genoma de D. repens, correspondiente gproximadamente a un 3% del
mismo. (Chandrasekharan y cols., 1994)

L a secuencia de nucledtidos de dichos cebadores se muestra a continuacion:

R1: 5- GGTAAATCAAATGCCCAAGAACCG-3
R2:5- CATCATTTCATGGTCTACCGG-3

Lacomposicion en nucledtidos de |os cebadores es como sigue:

R1:
Nucledtidos NUmero %
ADENINA 10 41.7
CITOCINA 6 25.0
GUANINA 5 20.8
TIMINA 3 125
ADENINA+TIMINA 13 54.2
CITOCINA+GUANINA 11 45.8
R2:
Nucledtidos NUmero %
ADENINA 4 19.0
CITOCINA 6 28.6
GUANINA 4 19.0
TIMINA 7 334
ADENINA+TIMINA 11 524
CITOCINA+GUANINA 10 47.6
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Estos cebadores fueron servidos liofilizados por Pharmacia Biotech. Estos se llevaron
hasta una concentracion find de 1,0 miM con la que se trabg 6, obteniéndose la mejor respuesta a
dilucion 1/16 de ambos cebadores. EI montge de la PCR se hizo igua que con D. immitis pero

con las siguientes condiciones:

Volumen de reaccion: 50m.

Muestra: 50 ng de DNA de las muestras sanguiness.
0,93 ng de DNA de adulto de D. immitis

Cebadores: R1: 18,7 nmoles
R2: 18,7 n moles.

Nucledtidos (ANTP): 200 mM de cada nucledtido.

Medio de reaccion: 5 ml.tampon PCR 1x.

Tag polimerasa: 25U.

2.2.3.n) Soluciones, tampones.y apar atos empleados.

a)Técnicade ELISA.
* Tampon Carbonato pH 9,6.
Esta condtituido por una solucion A 'y una solucion B. Severtio A en B hagtala obtencion

de pH. Se conservo atemperatura ambiente.
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Solucién A: Na, COs: 5,3 g/l en 1 litro de agua destilada.
Solucién B: NaH COs: 4,2 g/l en 1 litro de agua destilada
* Tampodn citrato pH 5,15

Estd compuesto por:
A) Ac. Citrico 0.1M
B) Na HPO, 0.2M

* Tampodn fosfato pH 7,2 + 1% BSA + 0,05% Tween 20

b)Extraccion de DNA.

* Tampdn deliss. EDTA 0,5M, 10 g/l de Sarkosyl.

* Sarkosyl 10%.

* EDTA 1M pH 8,0.

* Proteinasa K: 20 mg/ml en agua destilada.

* Fenol: Fenol equilibrado y saturado con TrisHCI 0,1M pH 8,0
* Cloroformo:lsoamilico (24:1).

* Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1).

C)Precipitacion de DNA.
* Acetato sodico 3M.

* Acetato amonico 10M.
* CILi, 4M

* |sopropanol.

* Etanol a 70%.
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d)Reaccion en Cadena dela Polimerasa (PCR).

* DNA polimerasa: Perkin Elmer 5 U/mi.

* Tampon PCR 10x Perkin EImer: TrissHCl 100mM pH 8,3; KCI 0,5M; MgCl, 15mM; 0,01%
p/v de gdatina.

* dNTP 10x: mezclade dATP, dTTP, dGTP, dCTP auna concentracion 4 mM de cada uno.

e)Electroforesis en geles de agar osa.

* Agarosa (ECOGEN).

* AgarosaLow Mdlting.

* Tampon de carga 6x: glicerol 30% (v/v); azul de bromofenal 0,25% (p/v); pH 8,0.
* Tampon TAE 50x: TrissHCI 2M pH 7,2; EDTA 50mM pH 8,0.

* Tampon TAE 1x:

* Bromuro de etidio: 20 mg/ml.

* Marcador de peso molecular: 100 Base-Pair Ladder. Pharmacia Biotech.

* Marcador de peso molecular: | - Hind 111

f)Tranferencia de DNA.

* Membrana de “ nylon” cargada positivamente (Boehringer Mannhein).
* Papel Whatman 3 MM.

* NaOH 0,4N.

* HCI 0,25N.

* Tampon SSC 20x: NaCl 3M, citrato sddico 0,3M; pH 7,2.

* SDS 10%.
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g)Purificacion de fragmentos de DNA
* Tris- Cl, pH = 8,0; 20 mM
* EDTA pH=8,0; ImM

h)M ar caje de sondas.

* Hexanudledtidos mix 10x (Boehringer Mannhein).

* Mezcla de dNTP marcados 10x: ImM dATP, 1mM dCTP, ImM dGTP, 0,65 mM dTTPy
0,35 MM de 11-DIG-dUTP (Boehringer Mannhein).

* DIG-11-dUTP. Digoxigenina 11-2',3-deoxiuridin 5S'trifosfato  1nmol/ m (Boehringer
Mannhein).

* Trandferasa 3'termind: 25U/m (Boehringer Mannhein).

* Tampdn de transferasa termind 5x: cacodylato potasico 1M, tris HCI 125 mM, dbimina de
suero bovino 1,25 mg/ml pH 6,6 a 25°C.

* Cloruro de cobato 25 mM.

* DNA control de marcgje: 200 ng/ml de DNA de homogeneizado de adulto.

i)Hibridacion.

* Tampon de hibridacidn: 5x SSC, 1% solucion de bloqueo (p/v), 0,1% N-lauril-sarcosina (p/v),
0,02% SDS (p/v)

* Tampon SSC 20x: NaCl 3M, citrato sodico 0,3M; pH 7,2.

* SDS 10%.

* Sarkosyl 10%.

* Solucion de blogueo 10x en tampodn acido maleico (Boehringer Mannhein).
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j) Inmunodeteccion.

* DNA marcado control con Digoxigenina.

* Tampdn de &cido maleico o tampdn n° 1: &cido maleico 0,1M, NaCl 0,15M; pH 7,5.

* Solucion de bloqueo inmunodeteccion 10%: Reectivo de bloqueo (BSA) en tampon n° 1 d
10%. (Boehringer Mannhein).

* Tampdn de lavado inmunodeteccion: tampon n° 1 + Tweeen 20 d 0,3%.

* Tampon de bloqueo inmunodeteccion: solucion de bloqueo 10% diluidaen tampon n® 1 a 1%.
* Anti Dig-AP: fragmento Fab de anticuerpos policlonales de oveja anti-digoxigenina 750 U/ml.

* Tampdn de revelado de inmunodeteccion: tris-HCI 0,1M; NaCl 0,1M; MgClk 0,05M; pH 9,5.
* Tampdn de parada: trisHCI 10mmoal/l; EDTA, Immol/l; pH 8,0 NBT nitroblue tetrazolium 75
mg/ml de dimetilformamidad 70% (V).

* x-phogphate: toluidin 5 bromo 4 cloro 3 indolyl fosfato 50 mg/ml en dimetilformamida, 70%.

* NBT: sd de nitroblue tetrazolium 75 mg/ml en dimetilformamida, 70%.

k)Equipos empleados.
*Termocicladores:

Perkin Elmer 9600
* Suministradores de corriente:
Electrophoresis Power Supply EPS 3500 (Pharmacia Biotech).

Electrophoresis Constant Power Supply ECPS 3000 (Pharmacia Biotech).

*Trandluminador:

ULTRA LUM. Dudight trangluminator.
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* Equipo de fotografia
Gdprinter TDI.
Polaroid.

*Horno de hibridacion:
Hybridizer HB-2D Tech.

*Cuantificador de proteinas'y &cidos nucleicos:

Gene Quant RNA/DNA Cadculator (Pharmacia Biotech) y cubeta de cuarzo de 5

m.
* Centrifuges.
Hettich Zentrifugen Universd 16 R. refrigerada.
Micro Centaur. MSE. SANYO.
* Autoclave:
Microclave s-477. P Selecta
SP32 Y amato.
* PH-metro:
CRISON micropH 2001.
*Bdanza de precison:
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Mettler Toledo PB 602.
* Agitadores:
Termolyne Maximix. Sybron.

Vibrosnaker SBS AOS-2001.

*Microondas;

Ignis. AKL IS8. Double emisson system.
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2.3.- Andlisis estadistico de los resultados.

Pararedizar este estudio e utilizd una prueba de significacion estaditica cuyo objetivo es
determinar S un estadistico muestral y un parametro poblaciond son o0 no coherentes o0 g los
resultados de dos 0 més muestras son o no coherentes. Ello se ve comprobando hipétesis. Se
utilizé una prueba no paramétrica por excelencia que es la prueba de ¢? (Chi- Cuadrado). En
términos generdleslac? es una medida de |a diferencia global entre las frecuencias observades y
las esperadas (las frecuencias que deberian esperarse S no exidtiera diferencia entre ambas
técnicas). S las frecuencias obsarvadas y esperadas de cada celda son iguales, € vaor de c?
s cero, ¥ e llega a la conclusion de que no exigte diferencia sgnificativa entre las variables
cuditativas y la existencia o no de enfermedad y se acepta la hipdtesis nula. Cuanto mayores sean
las diferencias relativas entre las frecuencias observadas y las esperadas, mayor sera d vador de

c?y serechazala hip6tesis nula aceptando la dternativa

La hipétesis nula asociada a este test afirma que existe independencia entre las variables
enfrentadas, mientras que la dternativa afirma la existencia de dependencia, bien de asociacion o

de rechazo. El desarrollo de ¢? de contingencias exige una serie de requisitos:

1) Las frecuencias esperadas, bgjo la hipdtess nula de independencia, han de ser todas

superiores ab.
2) En € caso que se quieran estudiar mas de dos grupos, d menos & 20% de los datos ha de

tener un vaor de frecuencia esperada superior a 5. En caso contrario, hay que combinar

categorias 0 aumentar € tamafio del muestreo.
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End cdculo dd c? e utilizo la siguiente ecuacion:

En dicha ecuacion, “O* son los valores o frecuencias observadas y “E* son las

esperadas.

El vaor de c? es comparado con € de latabla de distribucion de c? para saber si d valor
es 0 no sgnificativo, dado € nimero de grados de libertad con € que hemos trabgjado, teniendo
en cuenta que éste es (n° columnas-1) x (n° filas-1). Por otra parte normamente  valor de c? se
expresa con su correspondiente valor de p (probabilidad de que ocurra d azar), cuando se
acanzala sgnificacion estadigtica. Esta sgnificacion estadistica puede ser sgnificativa (*) cuando
p esmayor o igua que 0,01 y menor o igua que 0,05y muy sgnificativa (**) cuando p esinferior
a0,01. Cuando € vaor de la probabilidad de que ocurra d azar (p) es superior a 0,05 entonces

nos encontramos con una diferencia estadisticamente no significativa

Logicamente, cuantos mas compartimentos haya en la tabla, mayor sera € numero de
comparaciones entre frecuencias observadas y esperadas y mayor serd e vaor de ¢ Por esta
razon, € hecho de que la diferencia entre las frecuencias observadas y las esperadas sea 0 no
dgnificativa depende no sdlo del vaor de c? sno también dd nimero de comparaciones

independientes entre las frecuencias observadas y |las esperadas.

El nimero de comparaciones independientes redizadas son los grados de libertad de la
prueba. Asi pues, unavez caculado  valor de c?, se consulta la tabla de distribucion para saber

s d vaor obtenido es 0 no sgnificativo, dado € nimero de grados de libertad con que hemos
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trabajado.

Para una mayor precison de los resultados, se ha usado € programa de andiss
epidemiolégico EPI-INFO version 5.01, octubre 1990 (CDC, Atlanta, Georgia, EEUU). Este a
su vez contiene € programa STAT CALC d cud esta congtituido por una calculadora estaditica
para tablas smples y estratificadas, permitiéndonos determinar @ valor de ¢? (sin correccion) y
su correspondiente vaor p. Estos datos son suficientes para saber S existe o no asociacion entre

las variables cuditativas y la presencia o no de enfermedad.

Andigs prdiminares bivariantes ponen de manifiesto la importancia de agunas de estas
variables en la probabilidad de que € perro esté infestado o0 no, pero d estudio multivariante de
ordenacion ofrece una informacion adiciona sobre la importancia rdativa de unas variables con

respecto a otras en la determinacion de lainfestacion de los perros.

Se pretende ademas determinar s las muestras de perros que presentan las pruebas
andliticas positivas vienen determinadas por unas caracteristicas ambientales y socides, con € fin
de poner de manifiesto cudes de estas caracteristicas van a condicionar a un perro para estar
infestado, es decir, € perro con ciertas caracteristicas como por gemplo pelge o habitat serd
identificado como un perro con mayor o menor predisponibilidad para estar infestado.

Dado € dto nimero de datos, una ordenacion estadistica puede ofrecer informacidn de

grupos (que son obtenidos de las variables), los cuades podemos relacionar con una mayor

predisponibilidad de estar 0 no estar infestado.
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De todos los datos que tenemos se andizaron los siguientes (todas las variables son

categéricas, lamayoria de dlas siguiendo & método de presencia-ausencia):

Altitud: 1 6 2 para costay medianias

Orientacion: 1 para barlovento y 0 para sotavento.

Pdage 1,2 6 3 para corto, medio o largo.

Vivienda 19 d perro se encuentra en vivienda humana.
Intemperie 19 € perro se encuentraalaintemperie.

Perrera 19 d perro se encuentra en perrera.

Tratamiento: 19 d perro sgue dgun tratlamientoy 0 9 no lo sigue.
Edad: 1,2 6 3 para cachorro, adulto o vigjo.

Sexo: 1 machoy 0 hembra.

Resdencia 1 paranorurd (semirurd y urbano) y O pararurd.
“Directo”: 14 d andlissespodtivoy 0§ es negdivo.
ELISA:1d d andlissespodgtivoy 09 es negdivo.

S lo que estamos buscando es revelar y ordenar las caracterigticas de los perros que
estén infestados, esa ordenacion hemos de hacerla con respecto a las variables determinantes de
la infestacion que son “Directo” y ELISA (varigbles explicatorias de la variacion de los datos).
Para dlo la ordenacion dd resto de las variables estara regida por los resultados de las dos

pruebas anditicas.

El Andisis de Correspondencia Canonico (CCA, ter Braak 1986) se desarroll6 con este

fin, para relacionar la variacion de un grupo de variables caracteristicas de los datos con otras

82



Nelly C. Sanchez Gamarro Material y Métodos

variables conocidas. El resultado es una gréfica con tantos gjes como variables con las cuaes
queremoas relacionar la variacion en los datos, pero que en sus primeros ges absorberala méxima
variacion que permitad andiss, dgando € denominado “ruido” (variacion natura de los deatos o
variacion no controlada en los métodos de medida) de los datos para € resto de las dimensiones

(cada dimensidn se relaciona con un ge).

Este andliss ha sido evauado con respecto a otras pruebas de andisis multivariante y los
resultados obtenidos han sido considerados los mas satisfactorios a la hora de ordenar datos y
recoger més variacion (Pamer 1993). Los ges de esta gréfica pueden ser evaluados con €
método de Montecarlo con “X” iteraciones (Sobol 1983). Este andisis distribuye a azar |os datos
delas variablesy cadculad vaor propio de cadaiteracion. Al fina se puede determinar s € valor
de los datos redles difiere del vaor de los datos distribuidos d azar. De esta manera podremos
saber S la ordenacion obtenida es fruto del azar o de las variables condicionantes de la
ordenacion, que jugarian un papd estadisticamente significativo en los resultados. Para estos

andisis se usd d programa CANOCO (ter Braak 1987).

En & presente trabgjo se utilizd como matriz bidtica las caracteristicas de los perros
(matriz donde aparecen los valores de las variables que vamos a andizar) y como matrices
ambientales |a prueba de “Directo” y la prueba de ELISA (siguiendo la terminologia usada por €
programa). Estas dos matrices recogen cada una la informacidn de las pruebas anditicas, sendo
1 parad caso de que fuerapositivay 0 en € caso de que fuera negativa. Puesto que tenemos tan
s0lo una variable explicatoria (“Directo” 0 ELISA), slamente se obtuvo un ge en la ordenacion
(los demés gjes que aporta € programa por defecto son informacion residud). En cada ge se

dispusieron las variables segin su coordenada obtenida en la ordenacion. Puesto que se
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redizaron dos andisis, obtuvimos dos ges diferentes que hemos representado conjuntamente

parafacilitar & estudio conjunto.

Una vez obtenidos |os resultados de las coordenadas de las varigbles en los dos andlis's,
determinamos d coeficiente de correlacidn entre las coordenadas de las variables de ambos ges
utilizando un andisis de corrdacion no paramétrico, € coeficiente de corrdacion de Kenddl (Zar,
1984), puesto que estamos interesados més en € orden de las variables en € ge que de su vdor

ens.
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1. - RESULTADOSY DISCUSION.

Con d fin de expresar mas claramente los resultados, se han eaborado unos cuadros
donde se expone detaladamente |o obtenido, teniendo en cuenta las variables de edad, sexo,
residencia, pelge, habitat, tratamiento, raza, dtitud y orientacion, de las 1919 muestras, tanto
con € diagnostico microscpico (el que denominamos “Directo”) como por € diagndstico
inmunolégico (ELISA) y por latécnica de PCR. Asi mismo, se exponen los datos del estudio
estadlistico redlizado.

En los Anexos 1 y 2 s presentan los datos extraidos del programa estadistico
empleado, y en & Anexo 3, los resultados y datos obtenidos de cada uno de los perros

andizados.

3.1 Edad

En € cuadro 3.i () se puede ver que € 15,8% dd total de perros andizados por la
técnica microscopica, presentaban microfilarias en sangre periférica, mientras que por €
diagnégtico inmunoldgico, d 60,8% de los andizados, presentaron anticuerpos frente a

Dircfilariaimmitis.

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS

MUESTRAS DIRECTO ELISA
CACHORRO 266 8 (3,0%) 136 (51,1%)
ADULTO 1322 208 (15,7%) 835 (63,2%)
VIEJO 331 87 (26,3%) 197 (59,5%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)

Cuadro 3.i (a). Edad.
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Es de resdtar, que de las 303 muestras que presentaban microfilaremia, solo a 199
(65,7%) se le detectaron anticuerpos circulantes y 104 (34,3%) dieron negetivo a la técnica
de ELISA.

El diagndstico microscopico tanto directo como con los métodos de concentracion
(Knott y filtracion) son relativamente sencillos pero de dudosa sensbilidad (Martini y cols,,
1991). Las parasitaciones por vermes de un solo sexo, los periodos de incubacién, en genera
las dircofilariods ocultas y las bgas parasitemias, son frecuentes causas de fasos negativos. El
diagndstico inmunol 6gico encaminado ala blsqueda de anticuerpos frente a D. immitis, no ha
sdo la solucion definitiva. En primer lugar, las posibles reacciones cruzadas con parasitos
intestindles del perro y con otras filarias (Konno y col., 1995, Grieve, 1990) obliga a una
cuidadosa seleccion del antigeno y de las diluciones dd suero. En segundo lugar, la respuesta
inmune dd hospedador varia a lo largo de tiempo pudiendo incluso llegar a suprimirse. La
cantidad de anticuerpos circulantes es mayor en los perros con dirofilarioss oculta y en
periodo de prepatencia que en los que presentan microfilaremia (Scholtensy cols., 1983). La
presencia de una importante cantidad de antigeno, permanentemente en contacto con €
gstema inmune, hace que disminuyan los anticuerpos circulantes, llegando a negdtivizarse la
reaccion. (Wong, 1964; Weinery Bradley, 1972; Wael y cols., 1981; Pacheco, 1966).
Independientemente de las posibles deficiencias que en @ dstema inmune pudiera tener €
animd, esto explica que mientras la presencia de microfilarias en sangre periféica aumenta
con la edad, (cuadro 3.i), los perros vigos dan menos positivos a ELISA que los adultos.
Redundando en € tema, se ha observado que ddl tota de perros analizados, con presencia de
microfilarias en sangre periférica y Sn presentar respuesta de anticuerpos, € 1,1% eran

cachorros, e 5,3% adultosy € 8,7% vigos, |o que confirmalo expuesto anteriormente.
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OBSERVADO (DIRECTO)

ESPERADO (DIRECTO)

Pogtivo | Negativo [ Total Postivo | Negativo | Total
Cachorro 8 258 266 Cachorro 42 224 266
Adulto 208 1114 1322 Adulto 209 1113 1322
Vigo 87 244 331 Vigo 52 279 331
Total 303 1616 1919 Total 303 1616 1919

Cuadro 3.i (b). Edad “ Directo”

En laedad, con respecto alavisudizacion directa de las micrdfilarias tenemos que, de
266 cachorros estudiados, 8 (3%) presentaban microfilarias en sangre periférica. De 1322
perros adultos estudiados presentaban microfilarias, 208 (15,7%). De 331 perros catal ogados

como Vigos, tenian microfilaremia 87 (26,3%)

Se obtuvo un vaor de ¢*=60,10 con 2 grados de libertad y un vaor de
p=0,00000000 siendo por tanto significativo (* *), demostrandose la dependencia de la edad
con laposhilidad de ser infestado.

Esto es l6gico ya que la maduracion sexud de parasito no se dcanza hasta después
de los 6 meses, de haber sido inoculado por € mosquito, no presentandose hasta entonces
microfilaremia

OBSERVADO (ELISA) ESPERADO (ELISA)

Total 1168 751 1919

Postivo | Negativo | Total
Cachorro 136 136 266 Pogtivo | Negativo | Total
Adulto 835 487 1322 Cachorro 161,9 1041 266
Vidgo 197 134 331 Adulto 804,6 5174 1322




Nelly C. Sanchez Gamarro Resultados y Discusién

Vigo ‘ 2015 ‘ 1295 | 331 Total | 1168 ‘ 751 ‘1919
Cuadro 3.ic. Edad ELISA
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De 266 cachorros, 136 (51,1%) presentaban anticuerpos contra D. immitis. De 1322
adultos, 835 (63,2%) eran seropositivos. Y por Ultimo, de 331 perros vigos, 197 (59,5%)

eran positivos.

Se obtuvo un vaor de ¢?=13,77 con dos grados de libertad y un vaor de la
probabilidad de que ocurra d azar de p= 0,00102368 siendo por tanto significativo ¢ *),
edtadisticamente sgnificaivo, rechazéandose la hipétess nula y acepténdose la dterndiva
donde existe dependencia de la edad del perro también con la respuestainmunolégica

La edad representa para diversos investigadores, un factor muy importante (Selby y
cols, 1980). En animaes menores de un afio es ra0 que se detecte la infestacion.
Considerando que de esta parasitosis @ vector es estacional, con un periodo de vudo limitado
alas épocas cdidas, y que @ parésito tiene una prepatencia de 6 a 7 meses, un perro menor
de un afio es muy infrecuente que pueda dbergar vermes adultos, sSn embargo, si es posible
que tenga microfilarias en su sangre s la madre estaba infestada en la gestacion. Transmision
trangplacentaria de las microfilarias que fue demostrada por Mantovani y Jackson (1966) y
que, aungue parece producirse raramente, convierte al cachorro en un portador de estas

microfilarias.

Beugnet y cols., (1994) también encontraron correlacion entre la edad de los perros y
la prevalencia, 7,7% (de perros de 6 meses-1 afio), 33,3% (perros de 1-2 afios), 53%
(perros de 2-3 afos), 77,4% (perros 3-5 afios) y 80% (perros con méas de 5 afos). Los
estudios de regreson mostraron que la reacion no era lined, y la edad no tenia un smple

efecto acumulativo.
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3.2,. Sexo

Respecto ad sexo, se puede ver que las hembras dan un indice de parasitacion

(16,6%) ligeramente superior a que dan los machos (13,6%).

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
MACHO 530 72 (13,6%) 292 (55,1%)
HEMBRA 1389 231 (16,6%) 876 (63,1%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)

Cuadro 3.ii (a). Sexo

OBSERVADO (DIRECTO)

ESPERADO (DIRECTO)

Postivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Macho 72 458 530 Macho 83,7 446,3 530
Hembra 231 1158 1389 Hembra 2193 1169,7 1389
Total 303 1616 1919 Total 303 1616 1919

Cuadro 3.ii (b). Sexo “Directo”.

En la visuaizacion directa se encontr6 que de un tota de 530 machos estudiados, 72

(13,6%) fueron postivos. De un tota de 1389 hembras estudiadas, 231 (16,6%) tenian

microfilarias en sangre periférica

Se obtuvo un ¢? (no corregido)=2,68 con un grado de libertad y un valor de p=

0,1018416 siendo por tanto no significativo estadisticamente.




Nelly C. Sanchez Gamarro

Resultados y Discusion

OBSERVADO (ELISA)

ESPERADO (ELISA)

Pogtivo | Negativo [ Total Postivo | Negativo | Total
Macho 292 238 530 Macho 3226 2074 530
Hembra 876 513 1389 Hembra 8454 5436 1389
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.ii (c). Sexo ELISA

Con respecto a la respuesta inmunologica, de 530 perros machos, 292 (55,1%)
dieron postivo. De 1389 hembras andizadas, tenian anticuerpos contra D. immitis 876
(63,1%).

Se obtuvo un ¢?=10,24 con un grado de libertad y un p= 0,0013765, siendo por
tanto significativo (* *), rechazandose la hipdtesis nula y aceptando la dternativa, en la que

existe dependencia del sexo con respecto a la respuestainmunoldgica

En repetidas ocasiones se ha observado que en los machos la incidencia de la
dirofilariosis es mayor que en las hembras. La influencia dd sexo en la receptividad a esta
infestacion ha sido investigada pero no se han podido establecer causas concluyentes. La
mayor prevaencia en los machos, indicada en agunos estudios, puede ser debida a una mayor
exposicion de los machos a vector por su mayor tendencia a vagar 0 por una mayor
utilizacion de éstos para competicion y caza (Selby y cals.,1980). Aungue en € tema de la
caza, en Canarias las cuadrillas de perros de caza estan compuestas més comunmente por
hembras. Wright y col. (1989) observaron en su estudio que se infestaron un 16% mas de
machos que de hembras. Los trabgjos redizados por Nzabanitay cols. (1982) y por Wadters
y Lavoipierre (1984) sugieren que los estrégenos podrian conferir un cierto grado de
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proteccion alas hembras, d detectar prevaencias sgnificativamente mayores en machosy en
hembras histerectomizadas que en hembras con un desarrollo sexuad norma. En opinién de
estos autores, estas hormonas podrian ser responsables de una activacion de la respuesta
inmune y/o de un retraso importante en @ desarrollo del parésito, como se ha demostrado en

infestaciones por otros nematodos (Dobson, 1964).

Los resultados obtenidos por hosotros contradicen en parte lo manifestado por los
mencionados autores. En nuestro estudio las hembras estén ligeramente més parasitadas que
los machos, aunque los resultados no sean significativos estadisticamente en un estudio por
microscopia 'y 9 1o sean en la respuesta inmune. Quizés intervenga de forma importante €
mayor uso que en Canarias se redliza de las hembras en determinadas tareas. De todas
formas, salvo por o manifestado sobre € desarrollo hormonal, no parece coherente € que se

presenten diferencias importantes en cuanto alos indices de parasitacion respecto a sexo.

Nuestros estudios estén mas acordes a lo manifestado por Okamoto y cols., que
edtudiaron la prevaencia de D. immitis entre 1988 y 1994. De los perros examinados, 227
(59%) e infestaron con D. immitis. Ambos sexos s infestaron igudmente y no se
observaron cambios significativos en € porcentge de prevdencia anud. As mismo, la
prevalencia aumentd con la edad del  hospedador, en concordancia con € primer apartado

expuesto por NOSoStros.

3.3.- Residencia

En d estudio de esta variable se ha tenido en cuenta € caracter rurd y no rurd de la
resdencia de los animaes andizados. En la resdencia no rurd, se ha incluido la semirura y
urbana, ya que las particularidades geogréficas urbanigticas de Tenerife, en muchos casos

impedia diferenciar claramente entre ambas’.
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A continuacién se muestran |os resultados obtenidos consderando esta variable.

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
RURAL 187 23 (12,3%) 122 (65,2%)
NO RURAL 1732 280 (16,2%) 1046 (60,4%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)
Cuadro 3.iii (a). Residencia.
OBSERVADO (DIRECTO) ESPERADO (DIRECTO)
Positivo | Negativo | Total Postivo | Negativo | Total
Rural 23 164 187 Rura 295 157,5 187
No rurd 280 1452 1732 No rurd 2735 1458,5 1732
Total 303 1616 1919 Total 303 1616 1919

Cuadro 3.iii (b). Residencia “Directo”.

De 187 perros a los que se tomaron muestras en zona rurd, 23 (12,3%) presentaban
microfilaremia. De 1732 perros analizados en zona no rurd 280 (16,2%) presentaban
microfilarias en sangre periféricay 1452 (83,8%) no las presentaban.

Se obtuvo un ¢?=1,90 con dos grados de libertad y un valor de p=0,1683066 siendo
no sgnificativo y en consecuencia se acepta la hipdtesis nula, rechazéndose la dternativa. no
exigiendo, segin estos resultados, dependencia de la residencia en la parasitoss. Esto
contradice la mayoria de los trabgos consultados, pero en nuestros resultados debemos de

destacar que @ 31,5% de los perros en zona rurd se les habia administrado tratamiento
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preventivo mientras que de los perros ubicados en zonas no rurdes, sblo @ 13,8% habian

recibido dicho tratamiento.
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OBSERVADO (ELISA)

ESPERADO (ELISA)

Postivo | Negativo | Tota Pogitivo | Negativo | Total
Rural 122 65 187 Rural 1138 732 187
No rura 1046 686 1732 No rura 1054,2 6778 1732
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.iii (c). Residencia ELISA

Con respecto a los resultados obtenidos con la gplicacion de la técnica de ELISA
tenemos que de 187 perros investigados en zona rural, 122 (65,2%) presentaron anticuerpos.
De los andizados en zona no rurd, que fueron 1732, 1046 (60,4%) tenian anticuerpos

positivos.

Se obtuvo un vaor de ¢*=1,67 con dos grados de libertad y un vaor de p=
0,19688788, demostréndose con €lo no s dgnificativo por 1o que no existe una
dependenciade laresdenciadd perro en larespuestainmunitaria

Estos datos no contradicen o anterior, pues € tratamiento preventivo no impide €
contacto con € paasto sino € desarrollo del mismo, creéndose por tanto la respuesta
inmune.
3.4.-TipodePeaje.

Para € estudio de edta varidble se han clagficado los animdes en tres categorias

dependiendo del tipo de capa, pelo largo, medio y corto.
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En este cuadro se expresan los resultados obtenidos con relacion d pelge de los

animdes.
N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
CORTO 1399 232 (16,6%) 868 (62,0%)
LARGO 244 41 (16,8%) 144 (59,0%)
MEDIO 276 30 (10,9%) 156 (56,5%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)

Cuadro 3.iv (a). Tipo de pelaje.

OBSERVADO (DIRECTO)

ESPERADO (DIRECTO)

Postivo | Negativo| Total Pogitivo | Negativo | Total
Corto 232 1167 1399 Corto 2209 11781 | 1399
Largo 11 203 244 Largo 385 2055 244
Medio 30 246 276 Medio 436 2324 276
Total 303 1616 | 1919 Total 303 1616 | 1919

Cuadro 3.iv (b). Tipo de pelaje “Directo”.

De 1399 perros analizados con pelo corto, 232 (16,6%) presentaban microfilaremia,

de 244 con pelo largo, la presentaban 41(16,8%) y en lo referente a los de pelo medio,

tenemos que de 276 perros, 30 (10,9%) eran positivos d andlisis.

Secdculo d c? obteniéndose un valor de 5,88 con dos grados de libertad y una

probabilidad de que ocurrad azar de p= 0,05297011 siendo por |o tanto no significativo.
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OBSERVADO (ELISA)

ESPERADO (ELISA)

Postivo | Negativo| Total Pogitivo | Negativo | Total
Corto 868 531 1399 Corto 851,5 5475 | 1399
Largo 144 100 244 Largo 148,5 95,5 244
Medio 156 120 276 Medio 168 108 276
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.iv (c). Tipo de pelaje ELISA.

Con respecto a los resultados del pelgje en ELISA, tenemos que de 1399 perros con
pelge corto, 868 (62,0%) presentaban anticuerpos frente a parésito, de 244 perros de pelo
largo, 144 (59,0%) eran seropositivos y por ultimo de 276 con pelo medio, 156 (56,5%)
tenian anticuerpos.

Se obtuvo un valor para ¢? de 3,35 con dos grados de libertad y un valor de
p=0,18705469 siendo por tanto no sgnificativo. Con esto concluimos que € tamafio del pelo

de los animaes andizados no influye de manera Sgnificativaen @ porcentge de infestacion.

Estos resultados estén de acuerdo con |os obtenidos en otros trabgjos (Grievey cols.,
1983; Wdtersy Lavoipierre, 1984) y a primera vista pueden resultar contrarios alo esperado
yaque € pelo largo podria resultar un obstéculo para la picadura de los vectores. No hemos
encontrado una explicacidn total mente satisfactoria, Sn embargo hay que tener en cuenta que
probablemente gran parte de las transmisiones de la parasitoss ocurren en horas nocturnas

cuando los animales duermen y exponen su vientre que es pobre en pelo en cas cuaquier tipo

de perro.
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3.5.- Habitat.

Edta variable esta referida a las condiciones donde los animaes pernoctan y en genera

[levan acabo su actividad normd.

En d cuadro 3v (a) se presentan los resultados de los porcentgjes de parasitacion
segun e hdbitat del perro, ubicandolos en vivienda humana, intemperie y perrera, Sin tener en

cuentalaubicacion rurd o no rurd dd animd.

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
VIVIENDA HUMANA 182 3 (1,6%) 81 (44,5%)
INTEMPERIE 183 26 (14,2%) 90 (49,2%)
PERRERA 1554 274 (17,6%) 997 (64,2%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)

Cuadro 3.v (a). Habitat

OBSERVADO (DIRECTO) ESPERADO (DIRECTO)

Postivo | Negativo| Total Pogitivo | Negativo | Total
V. humana 3 179 182 V. humana 28,7 1533 182
Intemperie 26 157 183 Intemperie 289 1541 183
Perrera 274 1280 1554 Perrera 2454 13086 | 1554
Total 303 1616 | 1919 Total 303 1616 | 1919

Cuadro 3.v (b). Habitat “Directo”.

Con respecto a los resultados obtenidos por visudizacion directa, tenemos que de

182 perros estudiados que vivian en vivienda humana, 3 (1,6%) estaban parasitados, de 183
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que se encontraban en la intemperie, 26 (14,2%) estaban parasitados y de los 1554 perros
gue se encontraban en perreras, estaban parasitados 274 (17,6%).

Se obtuvo un vaor de c?=31,68 con dos grados de libertad y un valor de
probabilidad de que ocurraa azar p= 0,00000013 rechazandose entonces la hipétesis nulay

aceptando la aternativa de que existe dependencia del habitat con la parasitosis.

OBSERVADO (ELISA) ESPERADO (ELISA)
Positivo | Negativo| Total Postivo | Negativo | Total
V. humana 81 101 182 V. humana 110,8 71,2 182
Intemperie Q0 93 183 Intemperie 1114 71,6 183
Perrera 997 557 1554 Perrera 945,8 6082 | 1554
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.v (c). Habitat ELISA.

Con respecto a la técnica de ELISA tenemos que de 182 perros estudiados,
habitando en vivienda humana, 81 (44,5%) dieron anticuerpos positivos. De 183 perros que
se encontraban en laintemperie, 90 (49,2%) eran positivos. De 1554 perros que habitaban en
perreras, 997 (64,2%) dieron respuesta positiva a los anticuerpos. Se obtuvo un valor de
¢2=38,01 con dos grados de libertad y un valor p= 0,00000001 siendo por tanto significativo
(**), exigiendo dependencia dd hébitat dd perro en los resultados observados de la
respuesta inmunologica

Se pone de manifiesto la importancia que tiene la vivienda en la prevdencia de la

parasitogs. El vivir en perrera, es un factor de riesgo superior a vivir a la intemperie, hecho
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que esté en concordancia con € corto radio de accion de los posibles vectores voladores que

tienen facilidades de repetir dimentacion en un espacio reducido.
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3.6.- Raza

Dado que considerar cada una de |as razas representadas en la muestra supondria una
gran variabilidad y consgderando que gran parte de la muestra esta congtituida por animales
mestizos se optd por agrupar los perros andizados por € tamafio dd anima segin la
clagficacion hecha por Goldston (1989).

Es de resdtar en € cuadro 3.vi (@), que dd tota de animaes muestreados de raza
peguefia (73), ninguno presentaba microfilarias en sangre periférica y 17 (23,3%) daban
pogtividad en ELISA. De estos 17 animaes con “Directo” negativo y ELISA postivo,
ninguno estaba en tratamiento, la mayoria vivia en vivienda humana(10), 5 ala intemperiey 2
en perrera, todos pertenecen a zona no rura, que precisamente como ya habiamos

comentado son los menos que habian recibido tratamiento preventivo.

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
GRANDE 25 2 (8%) 16 (64%)
MEDIANA 1821 301 (16,5%) 1135 (62,3%)
PEQUENA 73 0 (0%) 17 (23,3%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)
Cuadro 3.vi (a). Raza.
OBSERVADO (DIRECTO) ESPERADO (DIRECTO)
Total 303 1616 | 1919

Postivo | Negativo| Total

Grande 2 23 25 Postivo | Negativo | Total
Mediana 301 1520 1821 Grande 4,0 210 25
Pequefa 0 73 73 Mediana 2875 15335 | 1821
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Pequefia ‘ 115 Total

51,5 | 73 | 303 ‘ 1616 ‘1919

Cuadro 3.vi (b). Raza “Directo”.

De un tota de 25 perros grandes, se les observo microfilarias en sangre periférica a 2 (8%).
De los 1821 perros de raza mediana, 301 (16,5%) presentaban microfilaremia, de los 73
perros andizados de raza peguefia no se les observd micrdfilarias a ninguno. Se obtuvo
¢?=15,58 con dos grados de libertad y un vaor de p= 0,00041425 siendo por consiguiente
muy sgnificativo (* * ), existiendo entonces una dependencia de laraza con la incidenciaen la
parasitacion.

OBSERVADO (ELISA) ESPERADO (ELISA)

Postivo | Negativo| Total Pogitivo | Negativo | Total
Grande 16 9 25 Grande 15,2 98 25
Mediana 1135 686 1821 Mediana 11084 712,6 1821
Pequefia 17 56 73 Pequeiia 444 28,6 73
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.vi (c). Raza ELISA.

Con respecto alatécnicade ELISA se encontrd que de 25 perros grandes, 16 (64%)
eran seropositivos, de 1821 perros de raza mediana 1135 (62,3%) tenian anticuerpos y de
los 73 perros de raza pequefia estudiados, 17 (23,3%) tenian anticuerpos. El vaor obtenido
de c? fue 45,02 con dos grados de libertad y un valor p= 0,00000000 siendo por tanto
ggnificativo (* *).

Lasignificacion encontrada en cuanto d tamafio del animd, tiene una explicacion clara
teniendo en cuenta € tipo de vivienda. El perro pequefio sude ser d anima de compafiiay

ademas precisamente por su tamafio habitan en vivienda humana.
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Podria pensarse que dada la multiplicidad de tipos de perros, determinados factores
relativos a ella podrian tener alguna influencia en la receptividad a lainfestacion. Sin embargo,
las investigaciones de diversos autores indican que la raza o factores relativos a dla, como €
tipo de cgpa o d tamafio de animd, no tienen ninguna influencia en € riesgo de infestacion
(Grievey cals., 1983; Wdtersy Lavoipierre, 1984). Sn embargo en € estudio redizado por
nosotros reflgjamos la dependencia de laraza con laincidencia en la parasitacion, tanto a nivel
de visudizacion directa como respuesta inmunologica por parte dd perro. Adi, las dtas
prevalencias que pueden encontrarse en determinadas razas de perros (g: galgo, pastor
aleman, podenco, presa canario, etc.) estén relacionadas con un mayor riesgo de exposicion
a mosquito vector debido a tipo de actividad que redizan (caza, competicion, guardia,

pastoreo, etc.) y alos frecuentes desplazamientos a que son sometidos.

3.7. Altitud.

Tenerife, a diferencia de otras idas dd Archipiélago, como es sabido, tiene un gran
gradiente de dtitud, de tal manera que en pocos kilometros se pasa de 0 a més de 3.000 m.
Para determinar las posibles variaciones de la prevadencia de la dirofilariosis con respecto a la
atitud se clasfico la muestra en dos categorias: costa (muestras recogidas aproximadamente
entre 0 y 100 m) y medianias (correspondientes a cotas entre 100 y 1.500 m

aproximadamente).
N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
COSTA 269 48 (17,8%) 163 (60,6%)
MEDIANIAS 1650 255 (15,5%) 1005 (60,9%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,9%)

Cuadro 3.vii (a). Altitud.
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OBSERVADO (DIRECTO) ESPERADO (DIRECTO)
Postivo | Negativo| Total Positivo | Negativo | Total
Costa 48 221 269 Costa 425 2265 269
Medianias 255 1395 1650 Medianias 2605 13895 | 1650
Tota 303 1616 1919 Total 303 1616 1919

Cuadro 3.vii (b). Altitud“Directo”.

En € cuadro 3. Vii b se observa que de 269 perros que estaban ubicados en zona de
costa, 48 de ellos (17,8%) presentaban microfilaremia. De 1650 perros ubicados en la zona
de medianias 255 (15,5%) eran positivos a este andisis.

Al efectuar € cdculo de c? teniendo en cuenta 1 grado de libertad se obtuvo: ¢?=0,99
con un valor-p= 0,3189 por o que con este resultado se concluye que no es sgnificativo, no

existiendo dependencia de la dtitud con la parasitosis.

OBSERVADO (ELISA) ESPERADO (ELISA)
Postivo | Negativo| Total Pogtivo | Negativo| Total
Codta 163 106 269 Costa 1637 105,3 269
Medianias 1005 645 1650 Medianias 1004,3 6457 | 1650
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.vii (c). Altitud ELISA.

Con respecto a los resultados observados con la técnica de ELISA tenemos, que de
269 perros en zona de costa, 163 (60,6%) presentaban anticuerpos y de 1650 Situados en
medianias, 1005 (60,9%) eran positivos.
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El vaor obtenido en las tablas referentes a ELISA de ¢? fue de 0,01, un grado de
libertad y € vaor de p= 0,9219814, no siendo estadigticamente significativo, aceptandose la
hipétesis nula, no exigtiendo por tanto, dependencia entre la atitud y la seropositividad.

Estos resultados son totamente inesperados, ya que es sabido que en toda la ida
diferencias consderables de dtitud conllevan variaciones importantes en una serie de
condiciones como temperaturay humedad que deben incidir tanto en los vectores como en €
desarrollo del parasito en los mismos. No obstante, de las once especies de culicidos
aceptadas como residentes en Canarias (Baez y Fernandez, 1980) son muchas de las que se
han capturado gemplares en muy diferentes cotas de dtitud en la ida de Tenerife, tanto en
barlovento como en sotavento: Culex (Culex) theileri; (0-2.100 m); C.(C.) pipiens (0-1.900
m); C.(C.) laticintus (0-2.100 m) ; C.(Maillotia) arbieeni (0-1.100 m); Culiseta
(Allotheobaldia) longiareolata (0-2.000 m); y Anopheles Cellia) cinereus hispaniola
(0.2.100 m) (Baez, 1987). Por tanto, € papel de vector de la dirdfilarioss canina en Tenerife
puede otorgarse a una 0 mas de estas especies. De cuaquier manera para judtificar los
resultados obtenidos referentes a la dtitud seré necesario redizar estudios complementarios
que determinen la especie 0 especies responsables de la transmision, asi como la densidad de

poblacion y habitos de picadura de estos dipteros.

3.8.- Orientacion.

Lastuacion (orientacion) dd lugar donde viven los animaes andizados es unavariable
con cierta relacion con la anterior. Se han agrupado las muestras dependiendo de que
procedan de zonas expuestas a los vientos dicios, predominantes en Canarias (barlovento) o
de zonas protegidas a dichos vientos (sotavento). Aunque no es genera en todo d
Archipiélago, esas zonas corresponden en Tenerife respectivamente, ala vertiente Norte y Sur

delaida

101



Nelly C. Sanchez Gamarro

Resultados y Discusion

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS
MUESTRAS DIRECTO ELISA
BARLOVENTO 1434 185 (12,9%) 863 (60,2%)
SOTAVENTO 485 118 (24,3%) 305 (62,9%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)
Cuadro 3.viii (a). Orientacion.

OBSERVADO (DIRECTO)

ESPERADO (DIRECTO)

Positivo | Negativo| Total Pogtivo | Negativo | Total
Barlovento 185 1249 1434 Barlovento 2264 12076 | 1434
Sotavento 118 367 485 Sotavento 76,6 4084 485
Total 303 1616 | 1919 Total 303 1616 | 1919
Cuadro 3.viii (b). Orientacién “Directo”.

Con respecto a la orientacion, tenemos que de 1434 perros de barlovento, 185

(12,9%) presentaban microfilarias en sangre. En la zona de sotavento, de un tota de 485

perros, 118 (24,3%) presentaban microfilarias. Se obtuvo un ¢?=35,60, un grado de libertad

y un vaor de p= 0,00000000 con lo que se demuestra que es esta diferencia dtamente

dgnificativa ¢ *). Existe clara dependencia de barlovento y sotavento con respecto a la

parasitosis.
OBSERVADO (ELISA) ESPERADO (ELISA)
Total 1168 751 1919
Postivo | Negativo| Total
Barlovento 863 571 1434 Positivo | Negativo | Total
Sotavento 305 180 485 Barlovento 8728 561,2 1434
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Sotavento ‘ 205,2 189,8 | 485 Total | 1168 ‘ 751 ‘1919

Cuadro 3.viii (c). Orientacion ELISA.

En los resultados observados en ELISA, de 1434 perros de la zona de barlovento se
ve que 863 (60,2%) presentaban anticuerpos y de 485 de la zona de sotavento presentaban
dichos anticuerpos 305 (62,9%). Se obtuvo un ¢?=1,11 con un grado de libertad 'y un vaor
de p= 0,2913115 demostrandose que no es estadisticamente significativo, aceptandose la
hipétesis nula, por [0 que no existe dependencia con las variables estudiadas (barlovento y

sotavento).

La ida aunque de pequefias dimensiones, tiene una consderable diversdad climética
que presentan diferencias maximas entre las zonas expuedtas a |os vientos predominantes del
noreste (barlovento) y las zonas protegidas (sotavento). Esto hace que las zonas de sotavento
disfruten de temperaturas mas eevadas durante todo € afio. La mayor escasez de lluvia en
eda zona esta compensada por la exisencia de gran cantidad de pequefios y grandes
embalses que garantizan las necesidades de ciertas especies de culicidos que pueden estar

involucrados en latransmision de la dirofilarioss canina

Todo €elo puede judtificar mayor prevaencia de microfilaremia en las zones de
sotavento con respecto a las de barlovento. No hemos encontrado ninguna evidencia que
explique de manera total mente satisfactoria la independencia de la zona muestreada (sotavento
o barlovento) cuando la técnica anditica utilizada es ELISA. No obtante, hay que sefidar que
exige una diferencia importante entre los porcentges de perros que reciben tratamiento

preventivo en ambas zonas de laida, que puede provocar parte de esta diferencia.

3.9.-Tratamiento preventivo.
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El uso de ciertos medicamentos en € tratamiento preventivo de la dirodilarioss canina
es cada vez mayor. Sin embargo, no esta totamente generdizado y dado que es un
tratamiento de reativo ato costo no esta distribuido homogéneamente entre la poblacidn

canina de laida de Tenerife. ESto puede provocar sesgos en & muestreo que serén corregidos

cuando se estudien todas las variables conjuntamente.

N° TOTAL POSITIVOS POSITIVOS

MUESTRAS DIRECTO ELISA
CON TRATAMIENTO 299 9 (3,0%) 172 (57,5%)
SIN TRATAMIENTO 1620 294 (18,1%) 96 (61,5%)
TOTAL 1919 303 (15,8%) 1168 (60,8%)

Cuadro 3.ix (a). Tratamiento Preventivo.

OBSERVADO (DIRECTO) ESPERADO (DIRECTO)

Postivo | Negativo| Total Positivo | Negativo | Total
Con trat 9 290 299 Con trat. 472 251,8 299
Sntrat. 294 1326 | 1620 Sntrat 2558 13642 | 620
Total 303 1616 | 1919 Total 303 1616 | 1919

Cuadro 3.ix (b). Tratamiento Preventivo “Directo”.

Con respecto d tratamiento vemos que de los perros estudiados, 299 que estaban
tratados, 9 (3%) presentaban microfilarias en sangre periférica. De 1620 perros que no
estaban tratados, 294 (18,1%) eran positivos.

Se obtuvo un valor de ¢ (no corregido)=43,50 para un grado de libertad y un valor
p= 0,00000000 sendo por tanto sgnificativo (**) y exigiendo por tanto influencia del

tratamiento preventivo en la parasitacion.
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OBSERVADO (ELISA)

ESPERADO (ELISA)

Postivo | Negativo | Total Pogitivo | Negativo | Total
Con trat 172 127 299 Con trat 1819 117 299
Sntrat 996 624 1620 Sntrat 986,1 634 1620
Total 1168 751 1919 Total 1168 751 1919

Cuadro 3.ix (c). Tratamiento Preventivo. ELISA

En ELISA observamos que de 299 perros tratados dan respuesta de anticuerpos 172
(57,5%) y de los 1620 perros no tratados, dan la respuesta 996 (61,5%).

Se obtuvo un vaor de ¢?=1,66 con un grado de libertad y un vaor de p= 0,1977735
viéndose que no es significativo, por 10 que se acepta la hipdtesis nula, no exigtiendo entonces

influenciade tratamiento en la presencia de anticuerpos detectados por latécnica de ELISA.

Entre 1985-87 e rediz6 un estudio sobre Dirofilaria immitis en laida de Tenerife
(Vdladaresy cols,, 1987). Dado que una diferenciaimportante entre aquel afio y la actudidad
es la aplicacion dd tratamiento preventivo, hemos querido ver la influencia que éste ha tenido
sobre la enfermedad separando las zonas rurdes y zona no ruraes para hacer comparables

|os muestreos .
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ZONAS RURALES (OBSERVADO) ZONAS RURALES (ESPERADO)
Pogtivo | Negativo [ Total Postivo | Negativo | Total

1985-87 9% 61 157 1985-87 543 102,7 157
1995-97 23 164 187 1995-97 64,7 1223 187
TOTAL 119 225 344 TOTAL 119 225 344

Cuadro 3.ix (d). Tratamiento Preventivo. Zonas Rurales (Comparativa).

Se observa que en € afio 1985-87 de un total de 157 perros que se estudiaron en

zonas rurales, 96 (61,15%) presentaban microfilarias en sangre periférica. En d afio 1995-97,

de 187 perros estudiados en zonas ruraes, 23 (12,3%) presentaban las microfilarias. Se

obtuvo d vaor c?(no corregido)= 90 y un vaor de p= 0,00000000 siendo estadisticamente

dggnificativo (* *), observandose una clara disminucion de la infestacion en las zonas rurdes

desde € afo 1985 hasta nuestros dias, pasandose de un 61,1% de parasitacion a un 12,3%,

sendo notoria la disminucion de la parasitacion, con la profilaxis redizada a un 31,5% de los

perros.

ZONAS NO RURALES (OBSERVADO)

ZONAS NO RURALES (ESPERADO)

Pogtivo | Negativo [ Total Postivo | Negativo | Total
1985-87 A 119 153 1985-87 255 1275 153
199597 280 1452 1732 1995-97 2885 14435 1732
TOTAL 314 1571 1885 TOTAL 314 1571 1885

Cuadro 3.ix (e). Tratamiento Preventivo. Zonas no Rurales. (Comparativa).

En zonas no rurales en 1985-87 se estudiaron a 153 perros, de los cuales 34 (22,2%)

eran pogtivos de microfilarias. En 1995-97 se estudiaron en zonas no ruraes a 1732 perros,

106



Nelly C. Sanchez Gamarro

Resultados y Discusion

de los que 280 (16,2%) tenian microfilaremia. Se obtuvo un ¢?= 3,71 y un vaor de p=

0,0539673 siendo por tanto estadigticamente significativo ¢ ), se vidé que la diferencia de

parasitacion de ambas épocas era estadisticamente significativa.

Ademés es de tener en cuenta, que con respecto d examen “Directo” en zonas

rurales se ha visto que hay més perros tratados (31,5%) gque en zonas no ruraes (13,8%).

TOTAL (OBSERVADO)

STOTAL (ESPERADO)

Pogtivo | Negativo | Total Postivo | Negativo | Total
1985-87 130 180 310 1985-87 60,2 2498 310
199597 303 1616 1919 1995-97 3728 1546,2 1919
TOTAL 433 1796 2229 TOTAL 433 1796 2229

Cuadro 3.ix (f). Tratamiento Preventivo. (Comparativa).

En 1985-87 se estudiaron 310 perros tanto de zonas rurales como no ruraes, de los
que 130 (41,9%) estaban parasitados por microfilarias comprobado por visudizacion directa
y en 1995-97 de 1919 perros, 303 (15,8%) dieron postiva la visuaizacion directa. Se obtuvo
un vaor de c?(no corregido) = 116,56 y un vaor de p=0,00000000 siendo por lo tanto
estadigicamente significativo (**). Nos encontramos con diferencias sgnificativas en la
infestacion desde 1985-87 hasta 1995-97. Se ha pasado de un 41,9% de parasitacion a un
15.8%. La Unica variacion exigtente en d tiempo es la introduccion, de medidas profilacticas
como esd tratamiento principamente con ivermectina. Este tratamiento habia sdo aplicado d
15,5% de los perros estudiados. Este hecho ha influido en la disminucion de un 26% en €
indice de parasitacion. El tratamiento no sdlo influye en los tratados Sno también en disminuir

la prevaenciad reducir € nimero de fuentes de infestacion.
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3.10.- Estudio multivariante.

Pero € estudio estadistico (bivariante) realizado, donde comparamos los resultados
dos a dos, puede ser engaioso en algunos aspectos pues en la redidad, la influencia de los
digtintos factores en la enfermedad puede ser mucho més complga. El hecho de que un perro
macho viva a la intemperie, en zona no rurd y reciba tratamiento puede condicionar € que
pueda presentar la microfilaremia negetiva y la ELISA positiva, de una forma completamente
digtinta a un perro macho que viva en vivienda sin recibir tratamiento, en zona rura. Por €lo,
la redizacion de un estudio multivariante, nos va a permitir relacionar todas las variantes ala
vez, ta y como se desarrolla en la naturdeza. Ello nos va a permitir dar 1o que se podria
llamar “gradiente de peligro”, indicando tras la gplicacion dd programa Canoco (ter Braak,

1987), en un ge los resultados correspondientes.

En la Gréfica 3.i gparecen los dos ges de los dos andiss redizados, indicando a la
derecha de la gréfica, la variable explicatoria (“Directo” o ELISA) que relacionamos con la
vaiacion delosdatos en d ge. El gelo podemos interpretar de derecha aizquierda como un
“gradiente de peligro”, es decir, perros con més posbilidad de estar infestados estaran
caracterizados por vaores dtos 0 presencia postiva de las variables que aparecen a la
derecha de la gréfica Asi, ambas pruebas han revelado de forma dgnificativa como un
positivo en la variable “perrerd’ (esta variable tendra € vaor 1 cuando € perro dd que
procede € andlisis se encuentra en perrera) puede interpretarse como un ato condicionante
para que @ pero se encuentre infestado. Lo mismo se puede interpretar de la variable
“edad”, pero en este caso, d andisis que utilizala variable explicatoria “ Directo” mostré una
mayor importancia de lavariable “edad” en los perros infestados que |os resultados obtenidos

en e andids cuando e utiliza la variable explicatoria ELISA. Mientras en @ primer caso,la
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variable “edad” toma un vaor smilar d de la variable “perrera’, en & segundo caso, su

desplazamiento haciala
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derecha dd ge (relacionado este desplazamiento con una mayor importancia de la varigble
en perros infestados) es menos significativo. Los perros vigosy que vivan en perreras, estaran
més predispuestos a estar parasitados tanto en lo obtenido en “Directo” como en ELISA

pero con mayor importanciaen “Directo”.

Vaiables que condicionaban una bga predisponibilided para la infestacion se
disponian alaizquierda del ge. Cuanto mas negativa la coordenada, mayor importancia de la
variable para condicionar la bgja predisponibilidad de un perro de estar infestado. La variable
“viviendd’ ha sdo revelada en ambos andiss como la més dgnificativa en los perros no
infestados (esta variable indica perros que se encuentran en viviendas humanas). Cuando se
utiliza la varigble explicatoria “Directo” en € andiss, se revela de forma contundente la
variable “tratamiento” para determinar perros no infestados. El resto de las variables no se
revelaban tan buenas discriminadoras como las que determinaban perros infestados (perreray
edad) y no infestados (Vvivienda humana, tratamiento e intemperie, éta Ultima solamente en
caso de la prueba que utilizala varigble explicatoria ELISA).

También se pone de manifiesto que las variables que determinan una bgja infestacion
son més importantes que las que determinan una dta infestacion de los perros, ya que sus
coordenadas se desplazan en |las primeras de manera contundente hacia laizquierday no tanto
las segundas a la derecha (indicando que no son tan buenas discriminadoras de los perros

infestados-no infestados como |as primeras).
El test de Montecarlo de los vaores propios obtenidos para cada ge indicd que

ambas variables explicatorias (“Directo” y ELISA) son sgnificativas (p<0.001) para explicar

lavariacion de los datos.
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La correlacion de Kenddl entre las variables de ambos ges determind una dta
significacion del coeficiente de correlacion obtenido (r=0.78, p<0.001), con lo que € orden
de las varidbles a lo largo dd ge de ambos no mostré diferencias significativas. Por tanto,
ambas pruebas determinaron un orden smilar en las variables condicionantes de que un perro

e encuentre infestado o no infestado.

El anexo 1, muedtra la sdida ddl programa CANOCO para € andiss de los datos
con la variable “Directo”. En é podemos ver d vaor propio del ge y € porcentge de

variacion explicado. También gparece la prueba de Montecarlo y sus resultados.

En un segundo apartado tenemos las coordenadas de las variables en € ge, su
toleranciay € centroide de la variable “Directo”. Lo mismo para la variable ELISA en €
anexo 2. Los vaores propios y € porcentgje de variacion explicado en cada ge son bgjos,
pero la prueba de Montecarlo fue significativa en ambos. El vaor propio del ge con la prueba
“Directo” como variable explicativa de la varianza de la prueba es 0.005 y € porcentge de
variacion que explicaes 1.2. Parala pruebade ELISA d vaor propio es 0.002 y la variacion
que explica es 0.6. Todo indica que hay una dta variacion en los datos, pero que podria
responder mas a problemas de colinearidad (corrdacion entre varidbles) y ruido a

explicaciones biologicas.

3.11.-Resultados de la aplicacion dela PCR.

La puesta a punto de diagnostico por PCR, se complementd con la redizacion de

unas curvas con d fin de sdber cud era d nimero minimo de micrdfilarias y la cantidad
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minima de DNA que esta técnica es capaz de detectar. Para €llo, se redliz6 una cuantificacion

y pogterior curva, utilizando la PCR, con una muestra con parésitos.

Como patron positivo se partio de una muestra comprobada por visuaizacion directa
y por la técnica de ELISA. Se cuantifico @ contenido de micrdfilariagml, observéndose la
presencia en dicha muestra de 135.000 microfilariasml. En € cuadro 3.x se observan las

cantidades empleadas en la cuantificacion.

Sangre total muestra Sangre total
positiva muestra negativa

(m) (m)
300 0

200 100

100 200

50 250

25 275

10 290

5 295

1 299

Cuadro 3.x. Cantidades empleadas en |la cuantificacion.

Se amplificaron 50 ng de DNA de cada mezcla a volumen final de 50 ml. La mezcla a
la que se obtuvo mejor respuesta en la PCR (se obtuvieron las dos bandas) fue la condtituida
por 25 m de sangre total de muestra positiva+ 275 m de sangre total de muestra negativa.( A

estamezclala denominé X5 y se prepara auna concentracion de 5ng/m).

Con la muestra X5 y un “pool” de muestras negativas (negativas “Directo” y
negativas ELISA) preparadas a concentracion de 5 ng/ml se redliz6 una curva para determinar
cantidad minima de microfilarias o bien d DNA correspondiente a esas microfilarias que es

capaz de detectar la PCR partiendo de 300 ni de sangre tota. (Cuadro 3.xi)
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Xos (M) “ Pool” negativo (m) N° de microfilarias
50 0 562
10 40 112
4 46 45
2 48 22
10 dilucién /10 40 11
5 dilucion 1/10 45 5
2 dilucién 1/10 48 2
10 dilucién /10 40 1
5 dilucion 1/100 45 05
2 dilucién 1/100 48 02
1 dilucion 1/100 49 01
5 dilucién 1/1000 45 0,05
2 dilucion 1/1000 48 0,02
0 50 0

Cuadro 3.xi. Mezclas de diluciones de sangre + y — para determinar sensibilidad de
PCR..

Se amplificaron 100 ng de cada mezclay se comprobd que se podia detectar e DNA
contenido en 0,5 microfilarias, pero d trandferir e hibridar s aumentd la senshilidad de la
técnica, puesto que e llega a detectar € DNA contenido en 0,2 microfilarias. Por otra parte
S consgue asegurar una mayor especificidad, ya que la hibridacion dimina cudquier
posibilidad de amplificaciones inespecificas.(Fotografias 3.i @), b) y ¢).

Con las condiciones en las que se llevaron a cabo estos experimentos, se obtuvo un
meor rendimiento que Faviay cols. (1996) que sdlo fueron capaces de detectar hasta una
microfilaria (e DNA correspondiente a una microfilaria).

Los resultados que se obtuvieron amplificando con los cebadores de D. immitis se

presentan en e Cuadro 3.xii.

N° MUESTRAS DIRECTO ELISA PCR % DETECTADO
26 POSITIVO POSITIVO 26 100
31 NEGATIVO NEGATIVO 0 0
12 POSITIVO NEGATIVO 12 100
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| 27 | NEGATIVO | POSITIVO | 6 | 22

Cuadro 3xii . Resultado de la PCR realizada en cuatro grupos de muestras.
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LaBiologia Molecular y en particular la PCR, es una herramienta andlitica de primer

orden que hairrumpido de formaimportante en |los laboratorios de investigacion.

El diagndstico microscopico es sencillo y econdmico pero proporciona fasos
negativos en los casos de dirofilariosis ocultas, bgjas microfilaremias, parasitacion por un solo
sexo Yy periodos prepatentes. El diagndstico inmunolégico puede resolver los falsos negativos
anteriores, pero como ya se expuso, la respuesta inmune del hospedador varia con € tiempo
pudiendo llegar a negativizarse, y también puede dar falsos positivos en |os casos en los que
los animales hayan estado en contacto con € parésito sin haber adquirido la parasitosis
(postratamiento, quimioprofilaxis).

En los resultados obtenidos amplificando con los cebadores de Dirofilaria immitis
(Cuadro 3. xii), se puede ver gque la PCR, detecta todos los casos diagnosticados por 1os
métodos convencionades En € grupo de los que seropositivos Sin microfilaremia ha resultado
positivaen 6 de 27 muestras. Por tanto, se halogrado confirmar sdlo un 22,2% de parasitosis
y queda laduda s € 77,8% restante, son falsos pogitivos 0 parasitados Sn microfilaremia
Vigto esto, y dada la complgidad que alin tiene la aplicacion en los laboratorios de rutina €
diagnéstico por PCR, hay que plantearse 9 esta mgora en € diagnéstico confirmatorio,

compensa d esfuerzo humano y econdmico que es necesario redizar.

Sin embargo la puesta a punto de estas técnicas para detectar fragmentos especificos
de Dirdfilaria immitis, aporta una herramienta de extraordinario valor para establecer
diagndsticos diferenciaes con d resto de filarias que parasitan a los perros (Favia y cols,,
1996) , en especid cuando se tratan de diferenciar estadios larvarios en € vector.(Scoles, G.,
1995).
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V- CONCLUSIONES.

1.- La prevaencia de la microfilaremia producida por Dirofilaria immitis de

la poblacion canina de Tenerife es del 15,8%.

2.- Laseroprevdenciade ladirofilarioss caninaen Tenerife es del 60,8%.

3.- El pdge, d sexo, @ tamafio, d lugar de resdencia, asi como la dtitud y
orientacion son variables que no influyen significativamente en la prevalencia de la dirofilarioss

caninaenTenerife

4.-El resdir en vivienda humana es € factor més sgnificativo en la proteccion
de los perros frente ala infestacion. Los perros recluidos en perreras, estan mas expuestos a

lainfestacion que los que viven solos alaintemperie .

5.-Laintroduccion de laivermectina en Tenerife parad tratamiento preventivo
de la dircfilarioss canina, ademés de proteger a los perros tratados, ha provocado una

disminucién de la parasitosis en |os perros Sin tratamiento.

6.- La combinacion de las tres técnicas de diagnostico utilizadas (examen
“Directo’, ELISA y PCR) no garantiza al 100% la exactitud del resultado del laboratorio, ya
gue laPCR en d diagnostico de dirofilariods canina, sdlo confirma e 22,2% de las muestras

seropositivas sin microfilaremia
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