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Abstract

The objective of this study was to compare three diagnostic tests: the quantitative buffy coat (QBC) analysis, thick blood
smear (TBS) and direct observation (DO) to detect cé&nmoélaria immitis infection. Ninety four blood samples were

taken from stray dogs from three states of Mexico (48 from Mexico City, 31 from the State of Puebla, and 15 from the State
of Tabasco) and were analyzed by QBC, TBS and DO. Additionally, samples from the State of Puebla were also examined
by IFAT and ELISA. All samples from Mexico City were negativBtanmitisby QBC, TBS and DO. Twelve samples
(38.7%) from the State of Puebla were positive by QBC, 10 (32.3%) by TBS and two (6.4%) by DO. From the samples from
the State of Tabasco, 11 (73.3%) were positive by QBC, and ELISA for the heartworm antigen, 10 (66.6%) by IFAT, nine
(60%) by TBS, and five (33.3%) by DO. Prevalence rates obtained by QBC were 0%, 38.7%, and 73.3% for Mexico City,
Puebla and Tabasco, respectively. In general, the sensitivity obtained was 100%, 82.6% and 30.4% for QBC, TBS, and DO,
respectively, while the specificity was 100%, for the three tests. Itis concluded that the QBC proved to be a relatively simpl
method for detectin®. immitismicrofilariae in dogs’ blood which could be also useful for the diagnosis of dirofilariosis

in human beings.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue comparar el andlisistitative buffy cogQBC), frotis grueso de sangre (FGS) y
observacion directa (OD) para detectar la infeccion caniriippditaria immitis. Noventa y cuatro muestras de sangre

fueron obtenidas de perros de tres estados de México (48 de la ciudad de México, 31 de Pueblay 15 de Tabasco) y fuero
examinadas por medio de QBC, FGSy OD; adicionalmente las muestras que tuvieron su origen en Puebla fueron tambiér
analizadas por medio de IFly ELISA. Todas las muestras de la ciudad de México fueron n&yativagiapor medio

de QBC, FGSy OD. Doce muestras (38.7%) de Puebla fueron positivas por medio de QBC, diez (32.3%) por FGS y dos
(6.4%) por OD. Once muestras de Tabasco (73.3%) fueron positivas por medio de QBCy ELISA para antigeno del gusano
del corazén, diez (66.6%) por IFI, nueve (60%) por FGSy cinco (33.3%) por OD. Las prevalencias obtenidas por medio
de QBC fueron 0%, 38.7% y 73.3% para la ciudad de México, Puebla y Tabasco, respectivamente. En general, la
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sensibilidad obtenida fue de 100%, 82.6% Yy 30.4% para QBC, FGS y OD, respectivamente, mientras que la especificidad
fue de 100%, para las tres pruebas. El andlisis QBC mostré ser un método relativamente simple para detectar microfilarias

deD. Immitisen sangre de perro que podria ser también Util para el diagnostico de dirofilariasis.
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Dirofilaria immitis, el gusano del corazén del perro, es
también el agente de la dirofilariasis pulmonar en
humanos.’* Diferentes pruebas se han desarrollado
para detectar microfilarias de Dirofilaria immitis en
perros. Estas incluyen frotis grueso de sangre (FGS),
observacion directa (OD), inmunofluorescencia indi-
recta (IFl),ensayoinmunoenzimaticoestandar (ELISA),
entre otras. Mas recientemente el andlisis quantitative
buffy coat (QBC) se hausado para el diagndstico rapido
de parasitos sanguineos como Brugia malayi, Wuchereria
bancrofti®® y Manzonella ozzard.” En este contexto, los
estudios con QBC para evaluar la deteccion de
microfilarias de D. immitis en perros son escasos,?®
dicho método no se ha comparado con méas de una
prueba.

Con base en lo anterior los objetivos del presente
estudio fueron:a) Comparar el analisis QBC,FGSy OD
para el diagnostico de la infeccién por D. immitis en
perros; b) determinar la frecuencia de la infeccién por
D. immitis en perros de la ciudad de México; Huauchi-
nango, Puebla; y Cunduacan, Tabasco; c) comparar la
sensibilidad y especificidad de estos métodos.

Noventa y cuatro muestras sanguineas fueron co-
lectadas de perros callejeros, de diferentes razas y
sexos, provenientes de tres areas geograficas de Méxi-
co (48 del Centro Antirrabico, en Culhuacéan, ciudad
de México; 31 de Huahuchinango, Puebla; y 15 de
Cunduacén, Tabasco). La edad de los perros oscilé
desde uno hasta diez afios. De la vena cefalica de cada
animal se obtuvieron 10 ml de sangre completa: 5 ml
de ésta en tubos conteniendo é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Vacutainer) y los
otros 5 ml en tubos sin anticoagulante. Cada muestra
fue examinada usando un kit comercial para QBC,”"
FGS®1y OD (pruebade Knott modificada).’? Ademas
de las pruebas anteriores, en el caso particular de las
muestras de Cunduacén, Tabasco, también fueron
analizadas por IFI®*y ELISA para antigeno del gusano
del coraz6n.*™ Esta ultima prueba fue usada como
método de referencia para los otros ensayos con base
en el hecho de que la deteccién de antigeno indica la

* Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA.
** DiroCheck, Synbiotic, USA.
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infeccion presente. Los datos fueron analizados para
determinar la sensibilidad, y especificidad.!5

Se observd que todas las muestras de perros de la
ciudad de México fueron negativas a microfilarias de
Dirofilaria immitis por medio de QBC, FGSy OD. Doce
(38.7%) muestras provenientes de Puebla fueron posi-
tivas por QBC, 10(32.3%) por FGSy dos (6.4%) por OD.
Once muestras de perros de Tabasco (73.3%) fueron
positivas por QBC y ELISA, 10 (66.6%) por IFI, nueve
(60%) por FGS y cinco (33.3%) por OD (Cuadro 1). Al
considerar todas las muestras de las tres areas geogra-
ficas, la sensibilidad fue de 100%, 82.6% y 30.4% para
QBC, FGS y OD, respectivamente; mientras que la
especificidad fue de 100% para las tres pruebas (Cua-
dro 2). Tomando en cuenta solamente las muestras de
Tabasco, los valores de sensibilidad fueron de 100%
paraQBCYyELISA;91% paraIFI;y 81.8% Yy 45.4% para
FGS y OD, respectivamente (datos no mostrados);
mientras que la especificidad fue de 100% para las
cinco pruebas (datos no mostrados).

De acuerdo con los resultados obtenidos por medio
de QBC, lafrecuenciade lainfeccion por D. Immitis fue
de 0%, 38.7% y 73.3% para los perros de Culhuacan,
ciudad de México; Huahuchinango, Puebla; y
Cunduacén, Tabasco, respectivamente.

En otro estudio® se demostré que de 99 perros infec-
tados con D. Immitis, 54.5% y 39.4% fueron detectados
por medio de QBCy FGS, respectivamente. También se
demostré que el andlisis por QBC fue mas sensible (55%
vs 39%) y eficiente (79% vs 72%) que la prueba de FGS.

En este contexto, las frecuencias obtenidas en el
presente estudio usando el anélisis por QBC para
perros de laciudad de México (0%) y del municipio de
Cunduacén, Tabasco (73.3%), contrastan con los de
Samano et al.,}” quienes utilizando la técnica de Knott
encontraron frecuencias de 2.7% para la ciudad de
México y 15.6% para Villahermosa, Tabasco. Estas
diferencias pueden estar relacionadas con el método
de deteccidon empleado; esto es, el analisis QBC es mas
sensible y eficiente que la técnica de Knott, como han
sefialado otros investigadores.t En este sentido, las 11
muestras de Cunduacén, Tabasco, que fueron positi-
vas por ELISA para antigeno del gusano del corazon,
también lo fueron porel QBC. Asimismo, lafrecuencia
fue mayor en los perros de clima céalido (73.3%,
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Cuadro 1
COMPARACION DE LAS PRUEBAS DE QBC, FGS Y OD PARA DETECTAR LA INFECCION POR Dirofilaria immitis EN MUESTRAS SANGUI-
NEAS DE 96 PERROS DE TRES AREAS GEOGRAFICAS DE MEXICO*

Ciudad de México Huahuchinango, Puebla Cunduacan, Tabasco**

QBC FGS oD QBC FGS oD QBC FGS oD IFl  ELISA
Positivos/total 0/48 0/48 0/48 12/31 10/31 2/31 11/15 9/15 5/15 10715 11715
(frecuencia, %) 0 0 0 (38.7) (32.3) (6.4) (73.3) (60) (333)  (666)  (73.3)
Negativos/total 48748  48/48  48/48 19731 21/31  29/31 4/15 6/15  10/15  5/15 4/15
(frecuencia, %) (100) (100) (100) (61.3) (67.7) (93.6) (26.6) (40) (66.6)  (333)  (26.6)

* Cuarenta y ocho de la ciudad de México; 31 de Huahuchinango, Puebla; y 15 de Cunduacén, Tabasco. QBC: Quantitative Buffy Coat, FGS: frotis grueso de sangre,
OD: observacion directa.

** En este municipio, ademas de las otras tres pruebas, también se evaluaron la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA).

. |
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Cuadro2

COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD DE LAS PRUEBAS DE QBC, FGS Y OD EN LA DETECCION DE MICROFILARIAS DE D. immitis EN 96
PERROS DE TRES AREAS GEOGRAFICAS DE MEXICO.?

QBC FGS oD
Resultados positivos en perros infectados (n) 23b 19 7
Resultados negativos en perros infectados (n) 0 4¢ 164
Resultados positivos en perros no infectados (n) 0 0 0
Resultados negativos en perros no infectados (n) 71¢ 71 71
Sensibilidad (%)f 100 82.6 304
Especificidad (%)¢ 100 100 100

2 Cuarenta y ocho de Culhuacén, ciudad de México; 31 de Huahuchinango, Puebla; y 15 de Cunduacan, Tabasco.

QBC: Quantitative Buffy Coat, FGS: frotis grueso de sangre; OD: observacion directa.

b Once perros de Cunduacan, Tabasco, dieron resultados positivos en el ELISA para antigeno del gusano del corazén; los otros 12 animales de Huahuchinango,
Puebla, no fueron ni sacrificados ni examinados por el ELISA.

°Dos perros de Cunduacén, Tabasco, y dos de Huahuchinango, Puebla.

d Seis perros de Cunduacén, Tabasco, y diez de Huahuchinango, Puebla.

¢ Se consideraron 52 animales como no parasitados negativos (48 perros de la ciudad de México que fueron sacrificados y a los que se les practicé la necropsia y
cuatro perros de Cunduacan, Tabasco, que fueron negativos a la prueba de deteccién de antigeno del gusano del corazén por medio del ELISA); los otros 19 perros
negativos de Huahuchinango, Puebla, no fueron ni sacrificados ni examinados por el ELISA.

fSensibilidad: Positivos verdaderos-falsos negativos/positivos verdaderos por 100.

9 Especificidad: Negativos verdaderos-falsos positivos/negativos verdaderos por 100.

Cunduacan, Tabasco) que en aquellos de clima tem-
plado (38.7%, Huahuchinango, Puebla; y 0%,
Culhuacén, ciudad de México), esto tltimo concuerda
con lo sefialado por Samano et al.'’

Cabe sefialar que solamente los perros del Centro
Antirrdbico de Culhuacén, de la ciudad de México,
fueron sacrificados y que en la necropsia no se encontro

ningun ejemplar de Dirofilariaimmitis. Sin embargo, en
una de la muestras sanguineas de dichos animales se
detect6 una microfilaria por medio del método QBC,
que, con base en sus caracteristicas morfolégicas, fue
identificadacomo Dipetalonema reconditum.®°|_ainfor-
macion acerca de los estudios de dirofilariasis caninaen
Meéxico contindan siendo escasos y no se le da la aten-
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cién necesaria, no obstante que D. Immitisrepresentaun
riesgo para la salud del hombre.?2 En este contexto, se
sabe que en aquellos lugares en los que la frecuencia de
dirofilariosis canina es superior al 10% en la poblacion
humana este valor se aproxima al 5%.%°

Los resultados preliminares del presente estudio
indican que el uso del método QBC es adecuado para
el diagnostico de dirofilariasis canina y que eventual-
mente esta técnica podria utilizarse para el diagnosti-
co de dicha parasitosis en humanos.
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