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RESUMEN 

Alejandro A. Ortiz Salazar. "Frecuencia de Dlro"111r/11 /mmltls a través de la prueba 
de ELISA en perros de la Ciudad de Mazatlán, Sin aloa" (bajo ladirecclón de: HéctorOulroz 
Romero y Glno Saracco Uzárraga). 

El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de D/rofl/sr/s lmmllls en la 
ciudad de Mazatlán, Sin., mediante la técnica de ELISA. Se colectó sangre en tubos 
vacutalner con EDTA aproximadamente de 1 a 1.5 mi de 200 perros, los cuales fueron 
mayores de 6 meses de edad, de ambos sexos y de diferentes razas. Dichas muestras 
fueron tomadas entre las 7: 00 A.M y las 22:00 P.M .. Empleándose el material del "kit" 
(Dirochek) y 50 µl. de plasma (que se obtuvó dejando reposar la muestra hasta que el 
plasma se separó) de cada perro del cual se realizó la prueba, el plasma fue puesto en su 
respectivo vial que a su vez fue mezclado con los diferentes reactivos del "kit", resultando 
los casos positivos con una coloración azul en la reacción y la negativa Incolora en la 
reacción y asl se determinó si hubo o no antrgenos de este nematodo en la sangre de los 
perros muestreados. Se encontró una frecuencia de Dlrotllsrls /mmll/s del 5% con un 
error estándar de 1.54. Al realizar Ji cuadrada ajustada no se observaron diferencias 
estádisticas (p> .05) en cuanto al sexo del animal. 



INTRODUCCION 

La Dlrofllarla lmm/Us es una parasltosls del sistema cardiovascular no contagiosa, 
también conocida como: Enfermedad del gusano del corazón, Filariosls canina o Filartosls 

canina del perro (5,26). 

La D. lmm/tls se localiza en el lado derecho del corazón y en las arterias pulmonares 
(3). y de maneras abenantes en hígado, rinon y ojo (33). 

Esta dirofllariasls es una parasitosis que es trasmitida por huéspedes Intermediarios 
que son los mosquitos picadores y que afecta mayormente a los perros domésticos, pero 
se ha encontrado en una amplia variedad de diferentes especies de mamíferos (como 
cabalio,slmlo,etc) Incluyéndose al humano (12, 14,39), locualse concidera un problema de 
salud publica (39) . Con la excepción de canideos salvajes, felinos domésticos, hurones 
y leónes marinos de california, todas las otras especies se consideran aberrantes e 
íncapaces de servir como reservorios del parásito (22). 

La D. lmm/tls puede producir una amplia gama de alteraciones tales como: 
congestión cardíaca, hipertensión pulmonar, faliaen el hígado, hemogloblnuria, nefropatía 
con protelnurta, trastornos circulatorios, debllldad, anorexia, tos crónica, Intolerancia al 
ejercicio (20,22). 

La D. /mm/Us tiene una distribución mundfal, como ya se ha reportado en casi todo 

el mundo (1 ). 

Yoshlmura describió el primer caso de Dlrofllarla lmm/Us en humano, y este fue 
reportado en 1941 en Nueva Orleans en una mujer de 73 anos de edad (39). 

Carlislie encontró en Queensland, Australia en 1965, de 441 perros examinados a la 
necropsia, el 26.25% fueron positivos a Dlrofllar/a /mm/l/s (7). 

Klrby senaló en 1979, que en 50 perros que se les hizo la necropsia, 34% fueron 
positivos a Dlrofllarla lmmltls; estos fueron perros callejeros o perdidos en el estado de 
Texas en los Estados Unidos de Norte América (21 ). 

Custer y Penca comunicaron en 1961, que en los estados de Texas y Loulslana se 



efectuaron varias necropsias encontrando la Dlrof/larla lmmltls en la arteria pulmonar y 
el corazón derecho, con el resultado siguiente: de 24 coyotes 17 fueron positivos, de 46 
coyotes con lobo rojo (hlbrldo) 36 fueron positivos y de 6 lobos rojos 6 fueron positivos (9). 

Valladares entre 1983 a1985 lnvesligó la mlcrofilaria de D. lmmlllsen 31 O perros en 
la Isla de Tenerlfe, Espana con una parasitaclon media del 46.6% por medio de la técnica 

modificada de Knotts (34). 

Owe y McMlllan en 1966, Indicaron que en Canadá muestrearon un total de 150,989 
perros mediante la técnica de la gota gruesa, de estos 669 fueron positivos a Dlrofllarla 
lnvnlll• (26). 

Valcarcel et al reportaron en 1969 la prevalencia de la dlrofllarlosls canina en cuatro 
áreas geográficas de Espana con un resultado de 2.1 % de casos positivos a D. lmmlll• de 
1663 perros, por medio de la técnica de Knotts (37). 

Bassleras et al, en 1989, mediante la prueba de filtración, encontraron en Francia 
o.73%de D. lmmltls; norte de Italia, 24%; sur y centro de Italia, 3.1. %; Espana, 3.7%; Brasil 

7.9% y Argentina, 3.5% (1 ). 

Dennls y Allen en 1991, utilizando la prueba de Dlrochekencontraron un rango de 74 
a100% de sensibilidad y de 97% de especificidad a D. fmmflls, en el estado de Colorado, 
E.E.U.U. (10). 

La D/ronlarl• lmmllla se ha publicado en los últimos anos en algunos estados de 

la Républlca Mexicana (30), por eso se considera Importante conocer técnicas modemas 
de diagnóstico más rápidas, sencillas y económicas. 

Castlllejos (1972) consideró que el padecimiento no exlstla en México, y estudio 
perros provenientes del extranjero encontrando un 4% de casos positivos a D. lmmll/a (6), 

despues (1977) Del Campo no encontró nlngun caso positivo de 1000 perros muestreados 

utilizando la técnica de la gota gruesa (5) Posteriormente, Sámano en 1990, utlllzando la 

prueba de Knott reportó una prevalencia de 3.8% (30). 

Por otro lado, como era de esperarse en las zonas tropicales, por la mayor presentación 
de mosquitos que son los huéspedes Intermediarios, esta parasltosls es más frecuente. 

Asl, en Yucatán, Nunez muestreo 20 perros en 1981, encontrando, con el método 
modificado de Knott, un 10% de casos positivos a D. lmmnla (25), posteriormente en 1964, 
Domfnguez y Ramfrez en la Cd. de Mérida, reportaron una frecuencia del 6% en 100 perros 

utilizando la misma técnica (13). 

En el estado de Quintana Roo, Rivera en 1983, senaló 40% de perros positivos a O. 

lmmltls en Chetumal (29); por otro lado, en el Municipio de Felipe Carrillo Puerto, Sánchez 
en 1984, encontro una frecuencia de 20.6% de perros positivos (31). Ambos estudios 



utilizaron la prueba de concentración de mlcrofilarla en suero. 

Pérez en 1989, al muestrear 72 perros en la ciudad de Mazatlán en el estado de 
Sin aloa, México reportó solo dos perros positivos a micro filarla de Dlrofllar/a lmm/tls (27). 

Sámano en 1990 Indicó que en las ciudades de México tales como: Cd. Victoria, Tam.; 
Cuemavaca, Mor.; Guadalajara, Jal.; Veracruz, Ver. y Villahermosa, Tab. una prevalencia 
de: 0.4, 2.7, 9.2, 13.0 y 15.6% respectivamente (30). 

Existen varios medios de diagnóstico tanto morfológico como serológlco. De las 
pruebas morfológicas están: La prueba de Knott, hematocrlto, gota gruesa y filtrado entre 
otros, entre los Inmunológicos esta la prueba de anticuerpos y la de antlgenos (ELISA) y 
que últimamente ha sido la más confiable (15, 20, 40). Al principios de los anos 80s fueron 
fabricadas unas pruebas serológlcas para detectar anticuerpos a D. lmmltls estas dieron 
resultados pobres. Sin embargo, las pruebas de antígenos se fueron mejorando 
gradualmente tanto en la sensibilidad como en la especlflclda (15, 40). 

Con las pruebas de mlcrofilaria existen otros problemás; La diferenciación de la 
mlcrofilaria de D. lmmlt/s y Dlpetalonema recondlntum es una, ya despues de que es 

realizada esta diferenciación entonces se dice que la prueba es 100% especifica a 
mlcrofllaria. SI se encuentra la mlcrofilaria de D. lmmltls esto no quiere decir que hay 
nematodos adultos, por lo tanto no es 100% especifica al verme adulto. La cual representa 
un falso positivos en la prueba, con una especificidad de 98 a 99% en cualquier prueba de 

mlcrofllaria (40). Las Infestaciones ocultas son cuando el nematodo adulto se encuentra en 
el animal pero no hay mlcrofilarla circulando y estas lnfestaclone han sido senaladas en la 

literatura, que varlan de entre 1 O a más del 70%, en estos casos la prueba de mlcrofilarla 
dará falsos negativos(40). Esto puede ser debido a Infestaciones de D. lmmltls de un 

mismo sexo, o vermes estertles (20,22,40). 

Cuando la prueba de antlgenos es positiva esto quiere decir que antígenos de D. 
lmmltls astan circulando en el animal. Para poder obtener un buen resultado de la prueba 
de ELISAsedeben de seguirlas Instrucciones correctamente de lo contrario ocurren falsos 
positivos y un ejemplo de esto es cuando se enjuaga Incorrectamente los viales. Con una 
buena ejecución de la prueba el porcentaje de especificidad es del 99% y la senslbllldad 
es cerca del 90%. La sensibilidad de la prueba es slgnlficantemente superior a cualquier 
prueba de mlcrofilarla. La mayoría de perros con la infestaclon son asintomáticos hasta el 
momento en que daños permanentes son causados. Una prueba a tiempo puede detectar 
Infestaciones tempranas y el animal puede ser tratado antes de que danos permanentes 
aparezcan y a su vez solo se trataran animales enfermos (37,40). 

La técnica utilizada en el presente estudio ha sido ampliamente probada en las cllnlcas 
veterinaria de E.E. U.U., y es conciderada como práctica, segura y económica por lo que 



se considera que su aplicación en perros de la ciudad de Mazatlán puede ser utll para 
determinar la frecuencia de D. lmmlt/11 y posiblemente el veterinario que da servicio en 
la cHnlca la pueda utilizar en forma rutinaria. 

HIPOTESIS 

La frecuencia de Dlrotllarl• lmmlfl11 en perros de la ciudad de Mazatlán, Sin, a través 
de la prueba de EUSA (Dlrochek•) es mayor del 2.77%. 

OBJETIVO 

Determinar la frecuencia Dlrot//arla tmmltls mediante la prueba de ELISA en 200 
perros de diferentes clinlcas privadas tomados al azar en la ciudad de Mazatlán, Sin. 

•Laboratorio Synblotics, E.E.U.U. 



MATERIAL Y METODOS 

Material biologlco. 

Se colectaron muestras de sangre de 200 perros, cuyos duenos accedieron a 
cooperar; 60 de los perros fueron sangrados en 5 clinlcas y 140 en sus hogares.Las cllnlcas 

y los domicilios estuvieron repartidos por toda la cuidad. Los 200 perros muestreados 
fueron de varias razas, mayores de 6 meses y de ambos sexos. las muestras fueron 

obtenidas entre las 7:00 AM. y las 22:00 PM. Durante la primer semana del mes de agosto, 
en la Ciudad de Mazatlán, Slnaloa México Esta prueba se realizó en el laboratorio de la 
clínica veterinaria "LA JUNGLA; de la ciudad de Mazatlán, de acuerdo a las Indicaciones 
de los fabricantes. Se usaron jeringas de 2.5 mi .. ., para obtener 1.5 mi de sangre por 
punción de las venas: cefálica, safena o yugular. La cuales fueron conservadas en tubos 
con antlcoagulante E.D.T.A. (E!llen Diamlno Tetra Acético), cada tubo fue identificado con 
el nombre del perro y el apellido del dueno, esta muestra se mantuvo refrigerada hasta el 
momento de realizar la prueba que no paso de dos días. 

Procedimiento de la prueba 

La prueba de ELISA requiere de plasma o suero sanguíneo, para obtener el plasma 
se dejó reposar de uno a dos días la muestra de sangre en los tubos con antlcoagulante 
en refrigeración, para que los elementos figurados y esta se separen de éste. Las pruebas 
se llevaron a cabo de 22 en 22 aproximadamente hasta terminar con las 200 muestras. 

En un soporte especial se pusieron dos hileras de viales (cada hilera tiene doce viales 
vacíos), de cada muestra se tomaron 50 microlitros de plasma sanguíneo con una pipeta 
wiretrol, que fueron depositados de uno en uno en el víal correspondiente, hasta completar 
con las 22 muestras, poniéndose en los dos últimos viales una gota de control positivo y 
otra de negativo respectivamente, debiendo ser enjuagada y secada la pipeta entre 
muestra y muestra con agua destilada. Posteriorrne_nte se agregó una gota de reactivo "A" 

a cada uno de los viales, los cuales fueron mezclados con un palillo de plástico que se 

enjuago y seco entre vial y vial con agua corriente, se dejó Incubar a temperatura ambiente 

esta solución porun minuto, posteriormente se agregó una gota de reactivo "B" a cada uno 
de los vfales, mezclándose también con un palillo de plástico hasta que la solución se vió 

homogénea, se procedió a enjuagar el palillo de la misma manera como se hizo 

.. Laboratorios Alr-nte, E.E.U.U. 



anteriormente. Terminando este procedimiento se colocó en el soporte otras dos hileras de 
viales (recubiertos con Antl-D/rof/tar/a /mmltls ). Se colocó en estos 100 micro litros de la 
solución (previamente hecha) en los respectivos viales con la pipeta wlretrol, la cual fue 
enjuagada con agua destilada entre vlal y vlal. Terminando esto se puso una gota de 
conjugado de anticuerpos monoclonales en cada vlal, después de esto se dejó Incubar por 
diez minutos. Transcurrido este tiempo se desechó el contenido de los viales, los cuales 
se enjuagaron cada uno cinco veces con agua destilada a presión mediante una botella de 
plástico de 300 mi. Finalmente se puso una gota de solución cromonógena y otra de una 
substancia amortiguadora en cada uno de los viales dejando Incubar a temperatura 
ambiente por cinco minutos. Los resultados se vieron por un cambio de color de la solución 
en los viales. El control negativo se mantuvo Incoloro y el control positivo cambio a un color 
azul. Y las muestras que fueron positivas cambiaron a un color azul también y las negativas 
se mantuvieron Incoloras. 

Las precauciones recomendadas por el laboratorio que fabrica esta prueba s: 
1.- Los componentes del equipo o "kit" de la prueba se debe almacenar a una temperatura 
de 2 a B grados centlgrados. Los componetes deberán estar a temperatura ambiente antes 

de realizar la prueba. La Intensidad del color variará dependiendo de la temperatura. 2.­
Enjuagar y secar la pipeta entre nuestra y muestra. 3.- Incluir los controles positivos y 

negativos cada vez que es realizada la prueba. 4.- Seguirlas Instrucciones al ple de la letra 

Una forma Inapropiada de enjuagar o una corrtamlnaclón de los productos puede producir 
un cambio de los colores de la prueba. 5 .- No usar reactivos caducos. 6.- No mezclar 

reactivos de diferentes cajas o "klts". 7.-Solo para uso veterinario. 

Información para la muestra: 

Se requieren clncuerrta micro litros (O.OS mi.) de suero o plasma (EDTA, Heparlna).Las 
muestras deben ser almacenados a una temperatura de 2 a 8 grados centígrados por no 
más de 7 días. Una hemóllsls media no Interfiere con el resultado de la prueba 

Estabilidad y almacenaje: 

No almacenar la caja de pruebas a menos de 2 grados centlgrados como una 
precaución para que no se congelen los reactivos. Los reactivos se matendran estables 
hasta el dla de expiración siempre y cuando hayan sido almacenados aproplamente. 

Analisls estadístico. 

Se calcularon la prevalencia de D. lmmltls y su error estándar de la siguiente forma: 

prevalencia= p = n.IN 

'/ 



error estándar de p = e.e. (p) = ( p (1-p) / N) v.! 

donde: n. es el número de plasmas positivo; y N es el números total de la muestra 

Tamblen se calculó una estimación por Intervalo a una confiabllldad del 95%, de la 

siguiente manera: 

p± 1.96 (e.e.(p)) 

Se realizó una comparación de proporciones de la prevalencia encentada por Pérez 
en 1989 (27) y la del presente estudio; el valor de Z se calculó segun Bhattacharyya y 
Johnson (2). 

donde: p. es número de casos positivos en el presente estudio que tuvó un 
tamano de muestra N.= 200; p.es número de casos positivos (dos casos) en el 

estudio anterior con un tamano demuestra N, = 72 

p = (ni+ n>) /(Ni+ N,) 

La hlpotesls se contrasto con una slgnlflcancla de"'<= .05, de tal forma que el 
valor de Z de tablas es 1.64. 

Se rellzaron pruebas de JI cuadrada ajustada por continuidad para probar Independencia 
de la presentaclon de D. lmmltls debido a sexo del animal; a si como, si habla 
Independencia debida a que el animal fuese híbrido o de raza pura. Lo anterior fue debido 
a que hubo valores esperados menores de 5 y el cálculo fue el siguiente: 

JI cuadrada ajustada= N ( 1 ad - be 1- 0.5 N)2 

(a+b) (d+c) (a+c) (b+d) 

donde: a es el número de machos o híbridos positivos 

b es el número de machos o híbridos negativos 

c es el número de hembras o razas puras positivas 

d es el número de hembras o razas puras negativas 



RESULTADOS Y DISCUSIONES 

De los 200 perros muestreados para realizar la prueba de ELISA, resultaron 1 O 
muestras positivas a D. /mm/lis, lo cual dio una frecuencia global del 5% del total de esta. 
De los perros positivos seis fueron machos cuatro hembras. La edas vario de 3 a 8 anos 

Lo cual dio una frecuencia de 5% y el error estándar fue de 1.54 por lo que el Intervalo 

de confianza al 95%fue (2.5, 7.5 ), al hacer la comparación con la frecuencia reportada por 

Pérezen 1989 (27) el cual utiliza la prueba de Knott en 72 perrosencontro una frecuencia 
del 2.77% de animales positivos a D. /mm/lis. El valor de Z calculada para la diferencia 

de proporciones fue de 0.79 el cual es inferior al valor de Z de tablas con una signlficancla 
del .05 es 1.64; por lo tanto la diferencia no fue estadisticamente significativa 

Dado que la frecuencia del presente estudio no puede ser menor o igual al valor 

reportado por Pérez en 1989 (2.77%), entonces al comparar los valores se calcula un 

Incremento del 2.23% lo cual es un valor muy elevado , porque representa el 80% del 
porcentaje de animales Infestados en 1989 (Grafica 1 ). Sin embargo, se ha comprobado 
ampliamente que la prueba de Knott, produce más falsos positivos que la prueba de ELISA 

al gusano adulto (39), por lo que el valor reportado por Pérez (27) subestima al valor real, 
dando como resultado que la apariclon de nuevos casos no sea tan grande. 

En el cuadro 2 se presenta el numero de casos positivos por sexo del animal. Se puede 
observar que el 56% de los positivos fueron machos, mientras que el 44% fueron hembras. 

Sin embargo, al realizar la prueba de JI cuadrada ajustada se obtuvo un valor de .004, por 
lo que no se encontró una diferencia significativas entre sexo (p> .05). 

En el cuadro 1 se puede observar que en el muestreo hubo una gran variedad de razas, 
desde chlhuahuenos hasta San Bernardo. En el cuadro 3, se representan los casos 
positivos por genotipo, dado que no hubo suficierrtes datos en varias razas, se realizó 
pruebas de JI cuadrada ajustada para probar razas puras contra híbridos, obtenlendose un 
valor de 1.21; mientras que en las 3 razas (Akita. Cocker, y Boxer) que hubo positivos, los 
3 valores obtenidos fueron menores a 1; por lo que hay Independencia en la presentación 
de los cuatro casos, no encontrandose diferencias significativas (p>.05) 

Hay diferentes porcentajes de dirofilariosis en varias ciudades de los estados de la 
Republica Mexicana que va del .4 al 40% como ha sido senalado por varios autores(S, 
13,21, 26, 27, 31, 32). Lo cual Indica que hay una mayorlrecuencia de D. lmmltls en zonas 

tropicales de México. No se encontró una mayor susceptibilidad debida al sexo del animal. 



es necesario realizar otros estudios para evaluar la susceptlbllldas por raza y edad del 
animal. 

El Incremento en el porcentaje de casos positivos que se observó en comparación a 
Jo reportado por Pérez (27) debe ser qulzas a Ja senslbllldad de la prueba de ELISA que 
al aumento en el contagio de Jos animales. 

Se lograron hacer cuatro necropsias de penos que fueron donados por su duenos por 
encontrarse gravemente enfermos, 3 de los cuales fueron positivos a O.lmmlt/11 por medio 
de la prueba de ELISA y en la necropsia se encontró el verme adulto en las arterias 
pulmonares y ventriculo derecho del corazón. El perro restante aunque estaba enfermo 
con problemas cardlovasculares fue negativo tanto a la prueba de ELISA como a la 
necropsia. Confirmando asl la necropsia Ja precisión de la prueba de ELISA. 

Los laboratorios que fabrican esta prueba de ELISA para el diagnóstico de D. lmm/U11 
en E.E.U.U. son: Synblotlcs (Dlrochek), IDEXX (Unl·tec) y Pitman·Moore (CITE) (1 O). 

La prueba de ELISA puede ser utilizada de manera rutinaria en clinlcas veterinarias 
para el diagnóstico de la D. lmm/U11 y asl poder controlar esta enfermedad. 
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Cuadro 1 
Relación de perros m.sestreados en la Cd. de Mazatlán,Sln. 

RAZA HEMBRAS MACHOS EDAD EN AAos 

Cod<er 4 e 1a4 
Pastor Aleman 5 4 1a5 
French Poodle e 9 6 meses a6 
Boxer 3 e 2a6 
Polnter 3 4 2a7 
Dobennan 3 6 6mesesa5 
Samoyedo 2 11 mesesa9 
Pequlnes 1 2a 10 
Rottweller 1 3 
Schnauzer 3 6 3a6 
Chihuahua 2 3 2a9 
Aklt• 1 2 2a8 
Setter Gordon 1 2 
Bullllog 1 2 
Alaska Malamut 1 2 
Bullterrler 6 6 6mesesa7 
Hlblldos 38 39 6mesesa11 
Husl<y 2 6 8 meses a e 
labrador 2 2a5 
San Bernardo 1 2 6 meses a& 
C<Jllle 2 2 8mesesa& 
Beagle 1 5 
ChowChow 1 4 

Totales 92 108 
Mínima de 6 meses 
Máxima de 11 anos 
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SEXO 

Machos 
Hembras 

Totales 

RAZA 

Aklta 
Boxer 
Cocker 
Hlbrldos 
Otras razas 

Totales 

Cuadro2 
Casos positivos a O. Jmmltls por sexo del animal. 

POSITIVOS NEGATIVOS 

6 
4 

10 

102 
88 

190 

JI cuadrada ajustada= .004 no es slgnlllcatlvo (p>.05) 

Cuadro3 
Casos positivos a O. lmmltls por genetipo del animal. 

POSITIVOS NEGATIVOS 

1 2 
2 9 
1 11 
6 71 
o 97 

10 190 

Ji cuadrada ajustada= 1.21 o no es slgnlflcativo (P> .05) 

TOTALES 

108 
92 

200 

TOTALES 

3 
11 
12 
77 
97 

200 



GRAFICll 1. PORCENTAJES DE CIJIOS POSITIVOS A D. lmmltle 
EN PERROS DE LA Cd. DE MllZATLAN. SIN. 
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