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CORTES BECERRIL DIANA. Respuesta a la primera exposicion de perros entrenados para la
deteccion de COVID-19 a muestras distintas (orina, sudor, cubrebocas y saliva) a las que fueron
utilizadas para su entrenamiento (hisopos nasofaringeos). (Bajo la asesoria de la Dra. Arantzatzu
Leticia Lassala Irueste y el Dr. Carlos Guillermo Gutiérrez Aguilar).

El presente trabajo se realiz6 durante la pandemia de la enfermedad ocasionada por el SARS-
CoV-2. El objetivo fue determinar la eficiencia en la discriminacibn de muestras positivas a
COVID-19 de perros expuestos por primera vez a tipos de muestra diferentes al utilizado para su
entrenamiento. El estudio se llevd a cabo en el Centro de Adiestramiento de la Policia Militar
(CAPM). Para el estudio se utilizaron diez perros de la raza Pastor Belga Malinois, previamente

entrenados para la deteccion de COVID-19 a partir de muestras de hisopados nasofaringeos.

Se incluyeron muestras de diez pacientes determinados como positivos a SARS-CoV-2 por medio
de PCR, a quienes se les solicitaron muestras de orina, sudor, cubrebocas y saliva. Se obtuvieron
también los mismos tipos de muestra de 8 personas voluntarias negativas determinado por PCR.
Antes de ser trasladadas al CAPM para su utilizacién en el estudio, las muestras fueron
procesadas para inactivar las particulas virales potencialmente presentes. Para realizar la
comparacion de la respuesta de los perros hacia los distintos tipos de muestra, se utilizé a los

hisopados nasofaringeos como referencia.

La capacidad de los perros para discriminar el olor de COVID-19 en diferentes tipos de muestra
(i.e. cubrebocas, orina, toallitas himedas, hisopados nasofaringeos y saliva) se examiné en una
serie de 10 pruebas consecutivas por tipo de muestra. Las indicaciones acertadas (verdaderos
positivos), las indicaciones erréneas (falsos positivos), asi como el grado de interés de cada perro
hacia las diferentes muestras, se anotaron en una bitdcora para su posterior analisis, teniendo
como resultados que la eficiencia de discriminacion no difiere entre el hisopado nasofaringeo y
los demas tipos de muestra presentados por primera vez (cubrebocas, saliva, sudor y orina).
Ademas, la sensibilidad y la especificidad en la discriminacion de muestras fueron similares entre
los hisopados nasofaringeos y los demas tipos de muestras. Lo anterior indica que la firma de
olor caracteristica para COVID-19 esta presente en diferentes fluidos corporales, lo que permite
la toma de muestras de mas facil acceso, con un menor grado de invasividad y con un menor
riesgo biolégico (ya que se sabe que no hay eliminacion de particulas virales en sudor, por
ejemplo). La relativa portabilidad de los perros, incluso a zonas remotas, afiade otra ventaja a la

utilizacién de este tipo de ayudas diagndsticas para fortalecer la vigilancia epidemioldgica.



Respuesta a la primera exposicion de perros entrenados para la deteccién de
COVID-19 a muestras distintas (orina, sudor, cubrebocas y saliva) a las que fueron

utilizadas para su entrenamiento (hisopos nasofaringeos).

INTRODUCCION

El elemento mas critico para la vigilancia y control en la infeccion por SARS-CoV-2 en la
poblacién humana durante la pandemia fue sin duda el diagnéstico. De hecho, existe
evidencia que indica que el 80% de los pacientes con COVID-19, con la capacidad de
eliminar y transmitir el virus, eran asintomaticos (Meza et al., 2020; Vila, Agusti y Garcia,
2021).

La prueba de referencia que se utilizaba entonces (y que sigue siendo utilizada) en todo
el mundo para el diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 era la reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) (Aguilar et al., 2020).
Para garantizar un resultado confiable, esta prueba requiere, sin embargo, de un
laboratorio autorizado que cuente con las medidas de bioseguridad y normatividad
adecuadas, ademéas de equipo de proteccion y personal altamente capacitado para
realizar una correcta toma y procesamiento de la muestra. Estas exigencias impidieron
gue la RT-PCR fuera realizada ubicuamente y a gran escala, ademas de que elevaban
su costo general, por lo que no era accesible para todo el publico. Algunos meses
después de que la COVID-19 fuera declarada como emergencia de salud mundial, se
desarrollaron nuevas alternativas diagnosticas: las pruebas rapidas. Estas pruebas
podian ser aplicadas sin necesidad de equipo de laboratorio y tenian como principio la
medicion de antigenos o anticuerpos directamente en secreciones obtenidas de la
cavidad nasal. Aunque su alcance diagndstico fue mayor en la poblacién, estas pruebas
también presentaron limitaciones, ya que su sensibilidad para la medicién de antigenos
podia caer a niveles inferiores al 80% cuando los titulos virales eran bajos (Fenollar et
al., 2021). Por otra parte, las pruebas de anticuerpos no eran eficientes en las etapas

tempranas de la infeccion, lo que podia conducir a diagndésticos falsos negativos (Aguilar



et al., 2020). Seguia existiendo entonces una necesidad de buscar métodos de
diagnoéstico practicos, rapidos, econdmicos, masivos y efectivos para la deteccion
temprana y tamizaje de casos positivos, con el objetivo de reducir las tasas de mortalidad

y el riesgo de transmision viral entre la poblacion.

Cuando un individuo contrae una determinada enfermedad, comienzan a producirse una
serie de alteraciones a nivel metabdlico que se reflejan en la generacion de o en cambios
en la concentracion de compuestos organicos voléatiles (COV), cuyo olor es particular y
puede distinguirse incluso si el individuo padece una infeccién y/o una enfermedad
simultanea o subyacente (Shirasu y Touhara, 2011). En efecto, los COV son comunmente
liberados del cuerpo en el aliento y estan presentes en sangre, piel, saliva, heces y orina,
reflejando la condicion metabdlica de una persona (Amann et al., 2014).

La capacidad de los perros para detectar enfermedades por medio del olfato se ha
descrito tanto para enfermedades infecciosas como metabdlicas e incluso cancer
(Experimental Biology, 2019), ademéas de narcolepsia (Dominguez et al., 2013) y
epilepsia (Catala et al., 2019), entre otras. El utilizar perros adiestrados para reconocer
la firma de olor de una enfermedad por medio del olfato tiene algunas ventajas sobre
otros métodos diagndsticos, tales como la movilidad, la rapidez en la discriminaciéon de

olores y los costos relativamente bajos (Jezierski et al., 2015).

Diversos trabajos han demostrado que los perros son capaces de discriminar muestras
de personas infectadas por SARS-CoV-2 con sensibilidades superiores al 90% (Vesga et
al., 2021; Grandjeana et al., 2020: Jendrny et al., 2021; Kantele et al., 2022; Twele et al.,
2022), llegando incluso hasta un 98% usando muestras de sudor (Maurer et al., 2022).
Las muestras que han sido utilizadas para evaluar la eficiencia de los perros durante la
realizacion de estos estudios han variado entre los diferentes grupos de investigacion. En
Alemania, E.U.A, Francia y el Libano, por ejemplo, se utilizaron muestras de sudor
corporal y axilar (Jendrny et al., 2021; Maurer et al., 2022; Grandjeana et al., 2020),
mientras que en Finlandia se usaron hisopados de piel y muestras de orina (Kantele et
al., 2022; University of Helsinki, 2020). También se usaron raspados traqueobronqueales
y saliva en Alemania, México y Colombia (Jendrny et al., 2020; Mancilla et al., 2022;



Vesga et al., 2021), o hisopados nasofaringeos, mascarillas y ropa en Iran (Eskandari et
al., 2021).

La mayoria de los estudios han analizado la eficiencia de los perros para la deteccion de
COVID-19, usando para el diagndstico el mismo tipo de muestra que fue utilizada para el
entrenamiento. Algunos investigadores incluyeron mas de un tipo de muestra dentro del
mismo trabajo, como es el caso de Eskandari et al., 2021, quienes utilizaron muestras de
secreciones nasofaringeas, prendas de vestir y mascarillas. No obstante, los perros se
dividieron en grupos y se asignaron a un solo tipo de muestra, por lo que su eficiencia de

deteccién fue evaluada en el mismo tipo de muestra con el que fueron entrenados.

Seria interesante, por lo tanto, determinar si el olor a COVID-19 puede ser discriminado
por perros adiestrados en un tipo de muestra distinto al que se les esta presentando. El
objetivo de este estudio fue determinar si los perros entrenados para discriminar el olor
caracteristico de la COVID-19 en hisopados nasofaringeos son capaces de reconocer
este olor, con una eficiencia similar, durante su primera exposicion a 4 tipos de muestras
distintas (orina, sudor, cubrebocas y saliva) a las utilizadas para su entrenamiento

(hisopados nasofaringeos).

REVISION DE LITERATURA

Anatomia y fisiologia del olfato

Para garantizar el correcto funcionamiento de los sentidos, es imprescindible que las
neuronas sensoriales capten y transmitan sefiales a regiones cerebrales especializadas,
responsables del procesamiento de informacion, su discriminacion y el

desencadenamiento de una respuesta (Buck y Axel,1991).

El sentido del olfato es mediado por el sistema olfativo, que en los mamiferos se divide
en el sistema olfativo accesorio y el sistema olfativo principal (Quignon et al., 2012). El

sistema olfativo principal contiene al epitelio respiratorio y al epitelio olfativo



(neuroepitelio) en la mucosa nasal, asi como al bulbo olfatorio. Entre las células que
componen el neuroepitelio (Figura 1) se encuentran las neuronas sensoriales olfativas,
las cuales expresan receptores especificos que tienen la capacidad de unirse a una o, a
lo sumo, a un grupo limitado de moléculas odorantes (Quignon et al., 2012). La
combinacion en la activacion de un conjunto de neuronas por la captacién de las

moléculas odorantes estimula el reconocimiento de un aroma (Buck y Axel, 1991).
Figura 1. Neuroepitelio olfativo
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Imagen adaptada de Buck y Axel, 1991

El proceso de olfaccion, que va desde la captacion de un olor especifico hasta la
identificacion y generacidén de una respuesta, consta de varias etapas. En la inicial, las
neuronas del neuroepitelio olfativo, que proyectan sus cilios hacia el lumen de la cavidad
nasal, captan las moléculas odoriferas disueltas en la mucosidad (Buck, 2004). Estas
neuronas tienen un solo axén que se extiende y se comunica con el bulbo olfatorio (Figura
2). El bulbo olfatorio esta formado por estructuras llamadas glomérulos, que a su vez se
componen por el conjunto de axones de las neuronas sensoriales olfatorias que expresan
el mismo receptor olfatorio. Los glomérulos establecen sinapsis con ceélulas de relevo

conocidas como células mitrales que reciben informacion de un solo glomérulo y que



estan ubicadas dentro del mismo bulbo. La funcion de las células mitrales es la de
transmitir la seflal a la corteza olfativa a través de sus axones, que forman el tracto
olfatorio lateral. La sefal llega finalmente a la corteza olfativa, que se localiza a lo largo
de la region latero ventral del cerebro (Quignon et al., 2012).

Figura 2. Bulbo olfatorio
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La corteza olfativa se divide en dos porciones: La primaria y la secundaria. La corteza
olfativa primaria abarca diferentes &reas anatomicas que reciben informacién
directamente del bulbo olfatorio e incluyen a la corteza piriforme, al tubérculo olfatorio, al
nucleo olfatorio anterior, al complejo amigdalino y a la corteza entorrinal. Desde la corteza
olfativa primaria, la informacion llega a la corteza olfativa secundaria, encargada de las
respuestas emocionales, motivacionales y fisioldgicas de un individuo (Buck, 2004). Esta
corteza olfativa secundaria comprende la corteza orbitofrontal, el subndcleo adicional de
la amigdala, el hipotadlamo, la insula, el talamo y el hipocampo. (Buck, 2004; Fuentes et
al., 2011).

La funcion olfatoria requiere, por lo tanto, de una compleja red neuronal y de la
participacion correcta de todas las estructuras involucradas en su proceso, ya que las
funciones no son exclusivas de cada estructura. Por ejemplo, para que se pueda llevar a

cabo la formacién de la memoria olfativa, se requiere la participacion del bulbo olfatorio,



la corteza piriforme, la corteza entorrinal e incluso del hipocampo (Sanchez et al., 2005).
De hecho, se concluye que la inactivacion o la lesion del bulbo olfatorio afectan por
completo el recuerdo de la memoria olfativa a corto y a largo plazo. Es asi como el
reconocimiento, la transduccion de sefales al cerebro y la memorizacion de las moléculas
odoriferas contribuyen a una mejor eficiencia del sentido del olfato en los animales y en

los humanos.

Sistema olfativo accesorio.

Ademas de lo anteriormente descrito, existe un sistema olfativo accesorio que incluye al
organo vomeronasal (OVN) y al bulbo olfatorio accesorio. En algunas especies, el
sistema olfativo accesorio juega un papel crucial en la comunicaciébn mediante
feromonas. No obstante, en el ser humano adulto no se ha encontrado evidencia de la
existencia de un bulbo olfatorio accesorio que, de hecho, parece ser un remanente cuyo
epitelio es muy distinto al epitelio de otras especies. Ademas, este carece de axones
capaces de establecer una comunicacion con el sistema nervioso central (Meredith,
2001).

Aprovechamiento por el humano de la capacidad olfativa de algunas especies.

Algunas especies de mamiferos, de insectos y de nematodos han demostrado gran
agudeza olfatoria, por lo que han sido evaluados como biosensores en el a&mbito de
seguridad y/o salud publica (Quignon et al., 2012). En el cuadro 1 se muestran algunas
de las especies cuyo olfato les proporciona la capacidad para detectar diversos olores y
sustancias como personas, explosivos, e incluso enfermedades (cancer, tuberculosis,
brucelosis y malaria, entre otras). Cabe resaltar que los invertebrados parecen ser las
especies que requieren un menor tiempo de entrenamiento para cumplir correctamente
con las actividades de deteccion que se les asigne, gracias a su rapido aprendizaje.
Algunas especies como los mosquitos y las moscas de la fruta muestran incluso una

guimiotaxis natural hacia el olor despedido por personas que padecen malaria o cancer



de mama respectivamente, con lo que no requieren de un entrenamiento previo
(Sugimoto et al., 2022; Busula et al., 2017; Strauch et al., 2014). Sin embargo, existen
desventajas en la utilizacién de insectos y nematodos como biosensores, ya que tienen
un ciclo de vida corto, se requiere de muchos individuos para lograr datos confiables y se
necesita de técnicos e ingenieros altamente capacitados para su crianza y manejo
(Gouzerh et al., 2023), lo que ademas dificulta la implementacion de programas a gran
escala.

Las ratas africanas y los perros son los mamiferos mas utilizados a nivel mundial como
biodetectores bajo circunstancias muy diversas (Wasilewski et al., 2021; Gouzerh et al.,
2023). Los perros, sin embargo, tienen una mayor distribucién geografica y una mejor
aceptacion general que los roedores. Tienen, ademas, una disposicion natural para
realizar constantes tareas de busqueda, por lo que son faciles de entrenar y pueden ser

transportados sin mayor problema (Moser et al., 2019).

Cuadro 1. Especies animales que por su agudeza olfativa han sido utilizadas como

biosensores, incluyendo sus ventajas y limitaciones.

Especie Ejemplos de utilizaciobn como Referencias
biodetectores
Abejas v' Explosivos (Hadagali y Suan, 2017)

v' Drogas y sustancias ilegales | (Gouzerh et al., 2023)
v' Mieles adulteradas
v' Larvas de mosca en frutas
v" Tuberculosis
Ventajas: Entrenamiento en menos de 2 dias.
Mantenimiento facil y rentable.
Menor peso que otros animales
(Evitan activacion de minas).
Limitantes: Dificultad para rastrearlas.
Ciclos de vida cortos.
Pérdida de olores y de comportamientos aprendidos.
Entrenamiento continuo de nuevas abejas.
No vuelan de noche.
No salen de su colmena durante vientos o lluvias fuertes.




Hormigas

v' Cancer

Saltamontes

(Pigueret et al., 2022)
v' Explosivos (Gouzerh et al., 2023)
Ventajas: Mantenimiento facil y rentable en condiciones controladas

Aprenden rapidamente a asociar un estimulo olfativo con
una recompensa.

Disponibles en un gran numero.
Limitantes: Se requiere de un numero grande de individuos en el

estudio para obtener datos confiables (al menos 30).
Privados de la vida al final del procedimiento.

Su entrenamiento y manejo requiere de personal
altamente capacitado.

v' Explosivos

Mosquitos

(Saha et al., 2020)

Ventajas: Se recuperan rapido de las cirugias para la implantacion de
electrodos.

Pueden entrenarse con condicionamiento clasico?.
Transportan cargas pesadas.

Limitantes: Se fatigan rapidamente y mueren.

Su entrenamiento y manejo requiere de personal
altamente capacitado.

v" Malaria

Moscas de la fruta

(Cambau y Poljak, 2020)
(Busula et al., 2017)
Ventajas: Atraccion natural por el huésped portador o infectado.
No necesitan entrenamiento.

Limitantes: Son necesarios muchos individuos.

Su manejo requiere de personal altamente capacitado.

Nematodos

v/ Céancer de mama (Strauch et al., 2014)

(Gouzerh et al., 2023)
Ventajas: No necesitan entrenamiento. (Quimiosensores naturales

responsivos a olores de células de cancer de mama
humano).

Limitantes: Son necesarios muchos individuos para una sola prueba
Privados de la vida después de cada prueba.

v Céancer

(Sugimoto et al., 2022)

(Gouzerh et al., 2023)
Ventajas: Detectan hasta 15 diferentes tipos de cancer.

No necesitan entrenamiento.

Mantenimiento facil y rentable usando muestras de orina.

! Condicionamiento clasico es cuando una conducta dada se asocia a un estimulo positivo.



Facil propagacion en ambientes controlados.

Limitantes: Son necesarios muchos individuos para una sola prueba.
Privados de la vida después de cada prueba.
Inversion constante.

Elefantes africanos

v' Explosivos (Wasilewski et al., 2021)
v' Discriminacion entre (von Durckheim et al., 2018)
individuos humanos
(Aplicaciones forenses).
Ventajas: Excelente memoria y capacidad olfativa.
No necesitan entrenamiento constante.
Limitantes: No son accesibles.
Mantenimiento costoso.
Dificultad para transportarlos.

Ratas gigantes de v Tuberculosis (Mwampashi et al., 2023)
Africa v" Brucelosis (Gouzerh et al., 2023)
v’ Céancer
v' Explosivos
Ventajas: Mas rentables y sensibles que otras pruebas diagndsticas.
Menor peso que otros animales (Evitan activacién de
minas).
Limitantes: Se requieren de al menos 20 individuos por prueba para
obtener datos confiables.
Perros v' Explosivos (Moser et al., 2019)
v' Drogas y sustancias (Gouzerh et al., 2023)
ilegales
v' Personas desaparecidas
v' Enfermedades (Cuadro 2,3

y4)
Ventajas: Facilidad de interpretacion del marcaje.
Costos relativamente bajos.
Facilidad para transportarlos.
Disponibilidad gracias a que estan ampliamente
distribuidos.
Disposicion para realizar trabajos de busqueda.

Limitantes: Tiempos de entrenamiento mas prolongados (semanas).



Particularidades de la anatomia y fisiologia del olfato en el perro.

Como carnivoros, los perros necesitan un sentido del olfato agudo para cumplir
necesidades vitales como la localizacién de alimento o el establecimiento de territorio y
también lo requieren para reproducirse (Kavoi y Jameela, 2011). Es por ello que
evolutivamente han desarrollado una gran capacidad para la discriminacion de olores
(Buzek et al., 2022).

La capacidad olfativa de los perros esta relacionada en parte con las caracteristicas
anatomicas de su cavidad nasal y de algunas otras partes de la via olfatoria (Buzek et
al., 2022). En comparacion con otros mamiferos, los perros tienen un epitelio olfatorio
con una mayor superficie debido a que, tanto el epitelio respiratorio como el neuroepitelio
se sobreponen y cubren los tres cornetes de cada fosa nasal, dando como resultado una
mayor area revestida por mucosa, una disposicion mas densa de neuronas sensoriales
olfatorias y, con ello, una mayor sensibilidad en la captacion de olores (Ho et al., 2023;
Quignon et al., 2012). Ademas, los perros sanos mantienen cierta humedad en su nariz,

lo que contribuye a una mejor captura de las moléculas odoriferas (Jenkins et al., 2018).

Dado que la transduccién de sefiales es también esencial para el funcionamiento del
sentido del olfato, el bulbo olfatorio debe agregarse a la lista de las caracteristicas
anatomicas de importancia sobre la capacidad olfativa de los perros, ya que es la
estructura responsable de que la transmisién de la informacion llegue desde la nariz hasta
el cerebro. En el perro, tanto el bulbo como el tracto olfatorio tienen un mayor tamafio que

en especies como las cabras o los humanos (Kavoi y Jameela, 2011).

Ademas de las caracteristicas anatomicas, las diferencias en la capacidad olfativa entre
especies, entre razas o incluso entre individuos, parecen estar determinadas por el
namero de genes funcionales y de pseudogenes relacionados a los receptores olfatorios
(Quignon et al., 2012). Los perros tienen cerca de 300 millones de receptores que les
otorgan la capacidad para distinguir olores indetectables para otros animales y para el
humano (Buzek et al., 2022; Quignon et al., 2005). Los polimorfismos de los genes de los

receptores olfatorios son, asimismo, fundamentales para determinar la sensibilidad para



detectar olores, ya que existen estudios que sefialan que un numero mayor de genes no
es por si mismo determinante para el rendimiento olfativo (Lesniak et al., 2008, Ho et al.,
2023). Se ha observado, por ejemplo, que la sustitucion de glicina por arginina en la
posicion 59 del gen cOR52N9 y de alanina por treonina en la posicion 198 del gen
cOR9S13 (ambos genes miembros de la familia de receptores olfatorios), pueden tener
un impacto significativo en la capacidad olfativa de los perros. Existe entonces una
posible relacién entre un genotipo particular en un locus especifico y la habilidad de los
perros para detectar de manera mas precisa ciertos compuestos organicos volatiles
(Lesniak et al., 2008). Esta evidencia sugiere que los polimorfismos en los genes de
receptores olfativos pueden ser utilizados como marcadores de seleccion durante la cria

de perros rastreadores (Lesniak et al., 2008).

Lo anteriormente expuesto indica que la morfometria de los principales componentes que
intervienen en el proceso de olfaccidn en el perro, asi como las particularidades genéticas

de la especie, contribuyen al excelente desemperio olfativo que la caracteriza.

Uso de perros como detectores de enfermedades.

Los perros entrenados para olfato han sido utilizados para desempefiar multiples trabajos
de deteccion que son valiosos para el humano, entre los que destaca la deteccion de
drogas, la localizaciobn de explosivos, y la busqueda y rescate de personas
desaparecidas, sobrevivientes o de cadaveres.

Recientemente, los perros han sido utilizados también como herramienta para el tamizaje
diagndstico de algunas enfermedades que afectan al ser humano, ya que son capaces
de detectar variaciones en los compuestos organicos volatiles (COV) que produce el
organismo (Cornu et al., 2011; Dehlinger et al., 2013; Maa et al., 2021). Los COV son
compuestos gaseosos o volatiles que se generan de forma continua en los seres vivos y,
comunmente, son liberados del cuerpo en el aliento. Estan presentes en sangre, orina,
heces, sudor, saliva, e incluso en la leche, y reflejan la condicion metabdlica de un

organismo (Amann et al., 2014). En el ser humano, se han logrado identificar hasta 1840



COV (154 en sangre, 279 en orina, 381 en heces, 532 en secreciones cutaneas o sudor,
359 en saliva, 256 en leche, y hasta 872 compuestos volatiles en el aliento) (de Lacy
Costello et al., 2014).

Las variaciones en las concentraciones de los COV indican diferencias a nivel fisiologico
y también pueden ser utilizados como biomarcadores para el seguimiento de una
patologia (Amann et al., 2014; de Lacy Costello et al., 2014). En efecto, cuando un
individuo contrae una enfermedad, se producen alteraciones a nivel metabdlico que se
reflejan en la generacion o cambios en la concentracién de COV cuyo olor es distintivo y
puede percibirse incluso cuando el individuo padece una enfermedad simultanea o

subyacente (Shirasu y Touhara, 2011).

La capacidad de los perros para detectar enfermedades por medio del olfato se ha
descrito tanto para trastornos cronicos (epilepsia y narcolepsia), como para
enfermedades infecciosas o metabdlicas (Cuadro 2) e incluso cancer (Cuadro 3), entre
otras. Incluso existen organizaciones dedicadas a promover el adiestramiento,
disponibilidad y utilizacion de los perros a nivel en campo para que actiien como sistemas
de alerta para notificar a sus propietarios con anticipacion en caso de inminentes crisis
de hipoglucemia o hiperglucemia provocadas por enfermedades como la diabetes, o bien,
de convulsiones (en el caso de epilepsia), que les permitan tomar las medidas pertinentes
con tiempo (Rodriguez, 2022). Mas audn, los resultados obtenidos en los diferentes
estudios indican que el uso de animales para la deteccién de enfermedades puede
alcanzar una eficacia mejor o similar a los métodos de diagndstico tradicionales de
referencia (Biijland et al., 2013). Los investigadores que han trabajado en la eficiencia de
los perros sobre trastornos como la epilepsia o la narcolepsia en humanos, por ejemplo,
refieren sensibilidades y especificidades en la deteccién por encima del 80%, mientras
que para la deteccion de la malaria y bacteriuria se ha alcanzado una sensibilidad del
71.65% y 100% respectivamente (Guest et al., 2019; Maurer et al., 2016).

El utilizar perros adiestrados para reconocer la firma de olor de una enfermedad por
medio de su olfato tiene ventajas sobre otros métodos diagndsticos como son la alta

eficiencia, la movilidad, la facilidad de interpretacion y los costos relativamente bajos



(Jezierski et al., 2015). Adicionalmente, los perros son capaces de percibir a los COV a
partir de distintos tipos de muestra con sensibilidad y especificidad que pueden alcanzar
el 100% (Cuadros 2 y 3). Diversas publicaciones informan la deteccion de una
enfermedad utilizando un solo tipo de muestra (Gordon et al., 2008, Cornu et al., 2011,
Elliker et al., 2014 y Taverna et al., 2015), pero en otros estudios se utilizan diferentes
tipos de muestras para evaluar la eficiencia de los perros para detectar una misma
enfermedad (Horvath et al., 2010; Sonoda et al., 2011; Admundsen et al., 2014; Catala
et al., 2019). La cantidad y el tiempo de almacenamiento de las muestras, el nimero de
perros utilizados en los estudios y la frecuencia de los entrenamientos son factores que
pueden explicar las variaciones en los resultados (Cornu et al., 2011; Taverna et al.,
2015).

Cuadro 2. Sensibilidad, especificidad y tasa de éxito de perros utilizados en la deteccién
de trastornos cronicos, enfermedades infecciosas y metabdlicas en el humano, utilizando

distintos tipos de muestra.

Ref Muestra utilizada  Sensibilidad Especificidad
Epilepsia | Catala et al., 2019  Aliento y sudor 86.8% 98%
Maa et al., 2021 Sudor 65% 88%
(Epilepsia periodo
ictal e interictal)
Maa et al., 2021 Sudor 82% 100%
Narcolepsia | Dominguez et al.,  Sudor 92% 86%
2013
Bacteriuria:
E. Coli | Maurer et al., 2016 Orina 99.6% 91.5%
Enterococcus Orina 100% 93.9%
Klebsiella Orina 100% 95.1%
S. aureus Orina 100% 96.3%
Malaria | Guest et al., 2019  Olor de pies 71.65% 90.65%
Hipoglucemia | Dehlinger et al., Hisopados de piel 55.5% 52.8%
2013
Hardin et al., 2015 Sudor y aliento 77.6% 95.8%
exhalado
Los et al., 2017 Sobre la persona 36% No se indica



Gonder-Frederick  Sobre la persona 57% 49.3%

et al., 2017

Rooney et al., Sobre la persona 83% No se indica

2019

Wilson et al., 2019 Sobre la persona 55.9% No se indica
Hiperglucemia | Rooney et al., Sobre la persona 67% No se indica

2019

Wilson et al., 2019 Sobre la persona 36.5% No se indica

Cuadro 3. Sensibilidad, especificidad y tasa de éxito de perros utilizados en la deteccién

de diferentes tipos de cancer en el humano.

Ref Muestra(s) Sensibilidad Especificidad Tasade
utilizada(s) éxito
Cancer de | Willis et al., 2004 Orina 41%
vejiga
Willis et al., 2011  Orina 64% 56%- 92%
Cancer de | McCulloch et al.,, Aliento exhalado 99% 99%
pulmon | 2006
Ehmann et al., Aliento exhalado 71% 93%
2012
Admundsen et Aliento exhalado 55.6 -100% 8.3 -33.3%
al., 2014 (antes de
broncoscopia)
Orina 60 - 90% 25-29.2%
Fischer et al., Aliento exhalado 88- 100%
2018
Junqueira etal.,  Suero sanguineo 96.7% 97.5%
2019
Cancer de | McCulloch et al.,, Aliento exhalado 88% 98%
mama | 2006
Gordon et al., Orina 22% No se indica
2008
Cancer de | Gordon et al., Orina 18% No se indica
préstata | 2008
Cornu et al., 2011 Orina 91% 91%
Elliker et al., 2014 Orina 19% 73%




Taverna et al., Orina 99.3% 98.1%
2015
Carcinoma | Horvath et al., Tejidos 100% 97.5%
de ovario | 2008 histopatolédgicos
de carcinoma
ovarico
Horvath et al., Sangre (plasma) 100% 98%
2010 Tejidos
histopatoldgicos 100% 95%
de carcinoma
ovarico
Cancer | Sonoda et al., Heces 97% 99%
colorrectal | 2011
Aliento exhalado 91% 99%
Cancer de | Schoon et al., Heces >70%
colon | 2020
COVID-19

A la enfermedad que inici6 como un brote de neumonia en Wuhan (China) en diciembre
del 2019 y que rapidamente se diseminé a nivel mundial, se le denomin6 COVID-19. El
agente causal es un coronavirus de reciente surgimiento en la poblacién humana al que
se le denomind coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo de tipo 2 (SARS-
CoV-2) (Zhu et al., 2020).

La alta tasa de infectividad del SARS-CoV-2 llevé a un aumento acelerado de casos de
COVID-19, enfermedad para la que no existian medicamentos antivirales especificos, ni
vacunas para la proteccion de la poblacién, lo que llevé a la Organizacién Mundial de la

Salud (OMS) a declararla pandemia el 11 de marzo de 2020 (Figura 3).

Figura 3. Representacién del nimero de casos acumulados de COVID-19 en la
poblacién humana al inicio (a), momento de la declaracién de la pandemia (b) y al afio

del surgimiento de la enfermedad (c).



10 100 1k 10k 100k im 10m 100m
a
1/31/20
10 100 1k 10k 100k im 10m 100m
O
b
3/11/20
( 5.
L)




Tomada de Johns Hopkins University & Medicine, 2023

La pandemia de la COVID-19 significo un impacto drasticamente negativo para el sistema
de salud y la economia de los paises, cuyas implicaciones continlan hasta el dia de hoy
(Akbulaev et al., 2020). Conforme la pandemia iba en aumento, se acentuaron las
implicaciones geopoliticas, sociales, educacionales (Hamid et al., 2020), de salud fisica
y mental debido a la constante preocupacion por el bienestar personal (Hossain et al.,
2020). De hecho, a pesar de que ya han transcurrido 3 afios desde el surgimiento de la
COVID-19 y de que ya se tienen diferentes vacunas para su prevencion y control, siguen
reportandose casos nuevos diariamente en distintos paises del mundo (Organizacion
Mundial de la Salud, 2023).

Surgimiento, caracteristicas y patogenia del SARS-CoV-2.

Los coronavirus se encuentran naturalmente distribuidos en diversas aves y mamiferos,
incluidos los humanos (Zhu et al., 2020). Existen 6 coronavirus capaces de afectar a los

humanos y que pueden ser potencialmente mortales, entre los que destacan el SARS-

—
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CoV-1y el sindrome respiratorio por coronavirus de Oriente Medio (MERS-CoV) (Zhu et
al., 2020; Oliva, 2020).

El SARS-CoV-2 fue inicialmente aislado a partir de muestras bronco-alveolares de 3
personas que padecian neumoniay que estuvieron presentes en el mercado de mariscos
en Wuhan (China) a finales de 2019 (Zhu et al., 2020). Se piensa que el virus original
mutd y fue transferido desde su huésped natural (el murciélago), a algun huésped
intermedio y de ahi salté hacia el humano, probablemente por contacto directo, ya que
huéspedes intermedios como los pangolines son vendidos ilegalmente en los mercados
de China (Guo et al.,, 2020; Oliva, 2020). De hecho, se sabe que el genoma del
coronavirus original del murciélago (RaVG13) y el SARS-CoV-2 tienen una similitud del
96.2% (Oliva, 2020).

El SARS-CoV-2 pertenece al género de los Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus.
Es un virus ARN envuelto y, al igual que el SARS-CoV, puede causar infecciones
respiratorias, entéricas, hepaticas y neurolégicas, que son potencialmente fatales (Guo
et al. 2020; Oliva, 2020).

Estructuralmente, los coronavirus tienen forma esférica, y estan rodeados por una
capside que contiene glicoproteinas que se proyectan hacia el exterior en forma de picos
y que facilitan su adhesion a las células huésped (Figura 4) (Dietz et al., 2020). La
proteina S del SARS-CoV-2 es una proteina estructural del virus que se une al receptor
ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2), presente en la membrana de células del
endotelio respiratorio y de otros érganos en los humanos (Zhou et al., 2020; Oliva, 2020).
Es asi que el SARS-CoV-2 puede llegar a los pulmones a través de las mucosas y, en
algunos casos, a sangre, ocasionando viremia y afectando a todos los érganos que
expresen ACE2 en sus células, lo que puede desencadenar una respuesta inflamatoria
sistémica (Oliva, 2020).

Figura 4. Micrografia electronica de particulas de SARS-CoV-2.



Tomada de National Institute of Allergy and Infectious Diseases, 2020

Una vez que el coronavirus se une a la célula blanco, utiliza la maquinaria celular para
replicar su material genético en el citoplasma de la célula, permitiendo la formacion y
liberacién de nuevas particulas virales completas capaces de infectar mas células (Oliva,
2020).

La principal forma de transmision del virus de SARS-CoV-2 es por inhalacion de gotas o
aerosoles que emiten los pacientes infectados cuando estornudan, tosen o hablan (Zhang
et al., 2020). El contacto directo con superficies contaminadas (Storm et al., 2020) o la
transmision via fecal-oral (Salazar et al., 2020) se han mencionado también como

posibles vias de transmision.

El tiempo que transcurre desde la infeccion por el SARS-CoV-2 en el humano, hasta la
aparicion de los primeros sintomas es de 5 a 7 dias (Quesada et al., 2021). Los sintomas
mas frecuentes de la enfermedad causada por el virus (COVID-19) son similares a los de
un resfriado coman, como fiebre, tos, dolor de garganta y de cabeza, fatiga, dificultad
para respirar e, incluso, diarrea. (Guo et al., 2020; Aguilar et al., 2020). En algunas
ocasiones, la enfermedad puede agravarse y evolucionar hacia una neumonia atipica u
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originar al sindrome respiratorio agudo severo o una insuficiencia multiorganica, pudiendo
ocasionar la muerte (Guo et al., 2020; Akbulaev et al., 2020). El dafio alveolar difuso es
la lesion patolégica clasica encontrada en la mayoria de los pacientes fallecidos que
padecieron de la presentacion grave de COVID-19 (Oliva, 2020).

Métodos de diagndstico.

La prueba de referencia para el diagnostico clinico de COVID-19 es la reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR en tiempo real), ya que
es la técnica con mayor sensibilidad y especificidad para la identificacion del virus SARS-
CoV-2 (Organizacion Mundial de la Salud, 2022). Existen también las pruebas rapidas
que identifican ya sea particulas virales o anticuerpos contra las mismas, y que han sido
ampliamente utilizadas y recomendadas por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud,
2022), sin embargo, su sensibilidad y especificidad pueden disminuir en etapas

tempranas de la infeccién o cuando los titulos virales son bajos (Fenollar et al., 2021).

RT-PCR

La prueba de referencia considerada como estandar de oro y que se utiliza en todo el
mundo para el diagnéstico directo de la infeccion por SARS-CoV-2 es la RT-PCR (Aguilar
et al., 2020; Guo et al., 2020; Contini et al., 2023). Los ensayos de RT-PCR en tiempo
real consisten en la identificacién del material genético del virus (ARN viral) presente en
secreciones de las vias respiratorias superiores, tomando como muestras hisopados
nasofaringeos u orofaringeos, esputo, lavados endotraqueales o bronco-alveolares en
secreciones de vias respiratorias inferiores. Sin embargo, la toma de muestras de
hisopados es invasiva y resulta dificil cuando se trata de nifios o adultos mayores
(Organizacién Mundial de la Salud, 2020).

Para garantizar un resultado confiable, la RT-PCR requiere de personal calificado, equipo
de proteccion adecuado, protocolos bien establecidos, laboratorios autorizados e

instrumentos altamente especializados y costosos. El personal que se encuentre



participando durante el proceso de diagndstico del virus SARS-CoV-2 (desde la obtencion
de muestras, transporte, procesamiento y hasta la lectura de las pruebas) debe ser
altamente capacitado, pues se han informado de casos donde los resultados han sido
falsos negativos debido a problemas o errores del personal durante algin paso del
procedimiento (Sidiq et al., 2020). El uso incorrecto de los hisopos, por ejemplo, o de los
instrumentos necesarios para la prueba, pueden causar errores en el diagnostico (Aguilar
et al., 2020). Ademas de personal calificado, para llevar a cabo una RT-PCR se requiere
de un lugar de operacion especial como lo es un laboratorio con nivel de bioseguridad 2
0 un complejo equivalente que tenga algun dispositivo de contencion primaria para la
manipulacion de las muestras antes de llevar cabo cualquier inactivaciéon (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Las exigencias técnicas de la prueba de RT-PCR representan
por lo tanto restricciones que pudieran impedir que este método sea realizado
ubicuamente y a gran escala, y elevan su costo general, por lo que puede no ser accesible
para todo el publico (Sidiqg et al., 2020). Otro inconveniente del uso de la RT-PCR es la
posibilidad de aumentar el riesgo de contagio a causa del tiempo necesario para
completar el analisis y emitir resultados, que puede ser de varias horas a dias (Peeling
et al., 2021)

Prueba de antigenos

Otra alternativa que se utiliza cominmente y con mayor alcance general para la deteccion
de la COVID-19 son las pruebas rapidas que miden antigenos. A diferencia de la RT-
PCR, las pruebas de antigenos proporcionan normalmente resultados en un intervalo de
15 a 30 minutos (Peeling et al., 2021). Un resultado positivo consiste en la deteccion de
la presencia de proteinas virales (antigenos) del SARS-CoV-2, generalmente en
muestras de hisopados obtenidos de la cavidad nasal (Organizacion Mundial de la Salud,
2020).

Las ventajas de las pruebas de antigenos como la rapidez y facilidad de interpretacion
en sus resultados, asi como su implementacion a gran escala, hacen que este método
de diagnodstico pueda resolver algunos de los inconvenientes del uso de la RT-PCR

(Fenollar et al., 2021). Sin embargo, y a pesar de que las pruebas rapidas de antigenos



puedan ser muy especificas (95 — 100%, Fenollar et al., 2021; Cortés et al., 2021), su
sensibilidad es menor que la de las pruebas de RT-PCR (Peeling et al.,, 2021). La
sensibilidad cae, ademas, a niveles inferiores al 80% cuando los titulos virales son bajos
(mas de 25 ciclos en el PCR) (Fenollar et al., 2021).

Prueba de anticuerpos

Por otra parte, también se han utilizado las pruebas rapidas de anticuerpos o serolégicas,
gue detectan los anticuerpos contra el virus causante de la COVID-19 en suero, plasma
0 sangre, pero no son eficientes en las etapas tempranas de la infeccion, lo que podria

conducir a un diagndstico falso negativo. (Aguilar et al., 2020).

Importancia del diagndstico

El sistema médico no puede cambiar por si solo la situacion y evolucion de las
enfermedades en la poblacién, y requiere de estrategias que incluyan a diversas
instituciones y sectores sociales y gubernamentales (Skegg et al., 2021).

Para las infecciones virales, la genética del virus, el nimero de huéspedes originales e
intermediarios, y la probabilidad de interaccion entre animales y humanos, son algunos
de los factores que impactan la presentacion de mutaciones y el surgimiento de nuevas
variantes, lo que pudiera acelerar, consolidar o potenciar a la problematica existente (Zhu
et al., 2020). Para las enfermedades emergentes, la situacién se agrava aln mas por la
ausencia de métodos apropiados de deteccién y diagnostico (Mesa et al., 2004).

El elemento més critico para la vigilancia y control de enfermedades en la poblacion
humana es, sin duda, el diagndstico. En el caso de COVID-19, se establecio que el 80%
de los pacientes infectados eran asintomaticos, pero tenian la capacidad de eliminar y
transmitir el virus (Meza et al., 2020; Vila, Agusti y Garcia, 2021). Las limitantes ya
mencionadas de las pruebas diagndsticas empleadas impidieron la identificacion
oportuna de pacientes positivos, lo que permitio la continuacién de la propagacion del
virus y el aumento exponencial del numero de casos. La pandemia destaco la importancia
gue tiene la busqueda de métodos practicos, oportunos, rapidos, econémicos, masivos y

efectivos para la deteccién temprana, con el objetivo de reducir las tasas de mortalidad y



el riesgo de transmision viral entre la poblacion. Esto incluye el desarrollo y valoracion de
nuevas técnicas o ayudas diagnosticas con amplia accesibilidad que permitan un
tamizaje rapido de casos positivos para ser posteriormente confirmados por las
tecnologias consideradas como el estdndar de referencia, que a menudo se ven

restringidas en cuanto a su disponibilidad y costo.

Perros utilizados para el tamizaje de muestras de pacientes positivos a COVID-19.

La capacidad olfativa de los perros y su demostrada aptitud como detectores de diversas
enfermedades (cuadros 2 y 3), ademas de la necesidad de contar con pruebas
diagnosticas de mayor alcance durante la pandemia, despertaron el interés de
investigadores en diferentes paises por evaluar a esta especie como ayuda diagnéstica
para el COVID-19. Los perros, ademas, no se infectan de manera natural por el virus
(Cabrera et al., 2022), por lo que no sufren peligro de desarrollar COVID-19 (Shi et al.,
2020), ni pueden transmitir el virus a los seres humanos (Organizacién Panamericana de
la Salud, 2020). Los trabajos realizados mostraron que los perros son capaces de
discriminar muestras de personas infectadas por SARS-CoV-2 con sensibilidades

superiores al 90%, independientemente del tipo de muestra utilizado (cuadro 4).

Los estudios se llevaron a cabo con grupos de 3 a 10 perros y evaluaron su eficiencia en
la deteccidn hacia muestras positivas (cuadro 4). Los perros pastores y labradores fueron
los més utilizados, lo que podria relacionarse a sus caracteristicas de comportamiento,
temperamento, resistencia, y docilidad (Angeletti et al., 2021; van der Waaij et al., 2008),
pero también se incluyeron animales de raza Pitbull (Vesga et al., 2021), Jack Russell
Terrier (Grandjean et al., 2020) y Cocker Spaniel (Guest et al., 2022). Esto muestra que
la capacidad olfativa de los perros no solo depende de la genética, sino también del
entrenamiento que reciban (Ho et al., 2023). Los tiempos de entrenamiento para aprender
a discriminar el olor caracteristico de la enfermedad variaron entre 3 dias (en perros

previamente adiestrados, Twele et al., 2022), y 4 meses y medio (en perros sin exposicion



previa a muestras positivas a COVID-19, Mancilla et al., 2022). EI método de

entrenamiento empleado en todos los estudios fue el de refuerzo positivoZ.

El tipo de muestra utilizado varié entre estudios, incluyendo sudor, saliva, orina,
secreciones respiratorias 0 tragueobronquiales, ropa y mascarillas (cuadro 4). La
sensibilidad de discriminacion mas alta (98%) se obtuvo con muestras de sudor u olor
corporal (Maurer et al.,, 2022). Esta evidencia indica que el olor de COVID-19 es
caracteristico, por lo que seria razonable pensar que, independientemente del tipo de
muestra que se utilice para adiestrar a los perros, estos deben ser capaces de reconocer
la firma de olor en cualquier otro tipo de muestra que se les presente. En la mayoria de
los trabajos se utilizod el mismo tipo de muestra para entrenar a los perros que la que se
les present6 para la discriminacién de muestras positivas a COVID-19 (cuadro 4).
Algunos investigadores incluyeron mas de un tipo de muestra dentro del mismo estudio
(Eskandari et al., 2021), no obstante, los perros se dividieron en grupos y se asignaron a
un solo tipo de muestra, por lo que su eficiencia de deteccion fue evaluada en el mismo
tipo de muestra con el que fueron entrenados. Utilizar muestras de caracteristicas
diferentes a las que se usaron en el aprendizaje de los perros pudiera mejorar su agudeza
olfativa al ampliar su capacidad de discriminacion. Evaluar si los perros responden de
manera eficiente a tipos de muestras que le son desconocidas, podria también expandir
las posibilidades para utilizarlos de manera préactica a nivel de campo. En efecto, la
versatilidad y utilidad de los perros detectores radica en su capacidad para utilizar sus
habilidades en situaciones del mundo real, donde las muestras pueden variar en

composicién y caracteristicas.

Cuadro 4. Estudios realizados para determinar la eficiencia de los perros en la deteccion

de diferentes tipos de muestras positivas a COVID-19.

2 Condicionamiento operante con refuerzo positivo es el entrenamiento donde se permite que el perro tome
la iniciativa en la busqueda y cuando produce una indicacién positiva se le premia con juego o alimento.



Referencia Numero  Tipo de muestra Numero Duracion del  Sensibilidad Especificidad
de utilizada de entrenamiento
perros muestras
en el )y
estudio
Vesga et 6 Secreciones 12 (4) 7 semanas 95.5% 99.6%
al., 2021 respiratorias 100 (-)
Jendrny et 8 Salivay 190 (+) 1 semana 82.63% 96.35%
al., 2020 secreciones 822 (-)
traqueobronquiales
Grandjean 6 Sudor axilar 95 (+) 1 a 3 semanas 76 — 100%
et al., 2020 82 (-) Tasa de éxito
Eskandari 3 Secreciones 26 (+) 7 semanas 65% 89%
et al., 2021 faringeas 54 (-)
3 Ropa y mascarillas 50 (+) 7 semanas 86% 92.9%
70 (-)
Esleer et 9 Orina 14 (+) 3 semanasy 71% 98.5%
al., 2021 54 a 56 (-) media
Mendel et 4 Mascarillas (aliento 24 (+) 1 mes 97.5/91.5%
al., 2021 exhalado) 10 () *precision/Valor Predictivo
Positivo
Hag-Ali et 4 Sudor axilar 41 (+) 6 semanas 83.3% 99.2%
al., 2021 3249 (-)
Angeletti et 3 Sudor axilar 20 (+) 1 mes 86.6%
al., 2021 15 (-) *Tasa de éxito
Jendrny et 10 Saliva (tipo de 249 (+)  8dias 82% 96%
al., 2021 muestra utilizada 1197 (-)
para el
entrenamiento)
Orina 117 (+) 95% 98%
477 (-)
Sudor 113 (+) 91% 94%
418 (-)
Mancilla et 4 Sudor corporal 69 (+) 18 semanas 68.5% 74%
al., 2022 69 (-)
3 Saliva 54 (+) 13 semanas 73.6% 63.6%
74 (-)
Kantele et 4 Hisopados de piel 114 (+) No se menciona 92% 91%
al., 2022 306 (-)
Maurer et 3 Sudor corporal 52 (+) lmesy?2 98% 92%
al., 2022 208 (-) semanas
Guest et al., 6 Olor corporal 200 (+) 2 meses 85.01% 83.21%
2022 (calcetines) 200 (-)
Twele et al., 3 Saliva, orinay 19 (+) 3 dias (perros 86.9% 88.1%
2022 sudor 106 (-) con *Fase aguda de la enfermedad
entrenamiento
previo)
14 (+) 94.4% 96.1%
49 (-) *Fase prolongada




HIPOTESIS

La intensidad de reaccion desplegada por los perros entrenados para detectar COVID-
19 en su primera exposicion a tipos de muestra diferentes a los utilizados para su
entrenamiento (orina, sudor u olor corporal, cubrebocas y saliva) seran similares a los
obtenidos con el tipo de muestra (hisopados nasofaringeos) con el que fueron

adiestrados.

OBJETIVO

Determinar la eficiencia en la discriminacion de muestras positivas a COVID-19 de perros
expuestos por primera vez a tipos de muestra diferentes al utlizado para su

entrenamiento.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de realizacién.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Centro de Adiestramiento de la Policia Militar
(CAPM) ubicado en el campo militar 1-A, General de divisién Alvaro Obregén, Ciudad de
México. Las actividades realizadas con animales en este estudio fueron sancionadas por
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autonoma de
México (UNAM) con el numero de protocolo 095B. Igualmente, la toma de muestras de
pacientes y las actividades ejecutadas en el Hospital Central Militar estuvieron aprobadas
por el Comité de Investigacién (oficio C.Inv.-090) y el Comité de Etica para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio del Hospital Central Militar (oficio BIO-01/2021) de la
Secretaria de la Defensa Nacional (SEDENA).



Recoleccion de muestras.

La recoleccién de muestras de personas positivas 0 negativas a COVID-19 (pacientes,
voluntarios y personal del hospital) se realizo en el Hospital Central Militar (HCM) y en el
Laboratorio Biomédica de Referencia S.A.P.I de C.V (LBR) segun las rutinas y los

protocolos vigentes en los mismos.

Tipos de muestras.

Las muestras de orina, sudor u olor corporal, cubrebocas (Kn95) y saliva se recolectaron
en el Hospital Central Militar de diez pacientes positivos y 8 voluntarios negativos a
SARS-CoV-2, diagnosticados por medio de PCR a partir de hisopados nasofaringeos en
el laboratorio del mismo hospital. Los cuatro tipos de muestra se recolectaron de manera

simultdnea en cada una de las 18 personas participantes.

Las muestras de hisopados nasofaringeos utilizadas como referencia (10 alicuotas
positivas y 8 negativas) se obtuvieron de pacientes que acudieron a diagnéstico al
laboratorio Biomédica de Referencia S.A.P.lI de C.V, mismo que caracterizé su estatus
de positividad o negatividad mediante PCR. Estas muestras fueron utilizadas como
referencia durante el estudio, ya que fue este tipo de muestra, de este laboratorio, el que
se utilizo para adiestrar a los perros.

En todos los casos, los donantes de muestra firmaron una carta de consentimiento
informado de participacion en el proyecto, previa explicacion de los objetivos y metas del

estudio.

Métodos de recoleccidn, inactivacién de las particulas virales y almacenamiento
de las muestras.

La obtencién de hisopados nasofaringeos se llevo a cabo por personal capacitado de los
laboratorios en el HCM y en Biomédica de Referencia. Una vez recolectada la muestra,
el hisopo se cortaba y la punta se introducia en un tubo que contenia 1ml de solucion
salina fisiologica. En el HCM, la orina se recolecté en frascos de 50 ml con tapa. Los

cubrebocas fueron utilizados por los pacientes por un minimo de 3 horas antes de



recogerse y se colocaron en bolsas sellables de plastico individuales. La saliva se obtuvo
pidiéndole a los voluntarios escupir en tubos de centrifuga de 15 ml. El sudor u olor
corporal se recogio con una toallita himeda de poliéster o polipropileno libre de fragancia,
frotando zonas del cuello, brazos y areas expuestas del pecho durante aproximadamente
30 segundos. Posteriormente, las toallitas se guardaron en bolsas de plastico de manera
individual. Todos los contenedores de las muestras (frascos, tubos y bolsas plasticas)

fueron desinfectados por fuera con alcohol al 70% para su traslado al laboratorio.

Las muestras de orina, cubrebocas, saliva e hisopados nasofaringeos fueron sometidas
a procesos de inactivacion de las particulas virales para que pudieran ser procesadas y
utilizadas de manera segura tanto en el laboratorio, como durante el entrenamiento y las
pruebas de campo. La inactivacion no fue necesaria en las toallitas que recogieron olor
corporal, ya que no se ha logrado la amplificacion de RNA viral de muestras obtenidas a
partir de piel (Fathizadeh et al., 2020; Arslan et al., 2021) por lo que su manejo no

representaba riesgo.

Las particulas virales en orina y cubrebocas fueron inactivadas mediante exposicion a luz
ultravioleta durante 2 horas y 30 minutos respectivamente en una campana de flujo
laminar, ya que se ha informado que la irradiacion de medios de cultivo (a lo largo de 15
a 60 minutos), o superficies secas (9 segundos) (Duan et al., 2003; Darnell et al., 2004,
Storm et al., 2020) reduce la infectividad in vitro a niveles inferiores a los detectables del

coronavirus causante de SARS-CoV.

La inactivacién viral de las muestras de saliva e hisopados nasofaringeos se realizé
afiadiendo al tubo una solucibn detergente inodora de Nonidet® P-40
(Octilfenoxipolietoxietanol) al 2 % en un volumen 1:1. El Nonidet® P-40 ha sido utilizado
con anterioridad para la inactivacion de coronavirus (Darnell et al., 2004; Essler et al.,
2021).

Una vez inactivadas, las muestras liquidas se alicuotaron en tubos 500 ul con tapa,

debidamente identificados. Finalmente, tanto los tubos como las bolsas de plastico



conteniendo los 4 tipos de muestra, se almacenaron a -20°C hasta el momento de su

utilizacion.
Recursos caninos.

Diez perros de la raza Pastor Belga Malinois (nueve pertenecientes a la SEDENA y uno
a la UNAM) previamente entrenados para la deteccion de COVID-19 a partir de muestras
de hisopos nasofaringeos se utilizaron en este estudio. El cuidado, alimentacién, y aseo
de cada perro estuvo a cargo exclusivamente de su manejador, quien tambien fue el
responsable de llevar, acompafiar, anunciar las érdenes y manifestar la sefial de su perro

durante los ejercicios y pruebas realizados.

Area de trabajo.

La presentacion de las muestras y registro de la respuesta de los perros se llevé a cabo
en un area cerrada, con buena ventilacién, destinada Unicamente a realizar el estudio y
asi evitar distracciones y contaminacion con otros olores que pudieran interferir en los

resultados.

Las muestras se introdujeron en una plataforma giratoria de acero inoxidable con 12
brazos y una canastilla al final de cada uno (Figura 5). Esta disposicion permitio la
colocaciéon de muestras de tal manera que el perro pudiera acercarse y olerlas libremente,

pero sin llegar a tener contacto directo con ellas.

Figura 5. Fotografia de la plataforma giratoria o “carrusel” utilizado para la colocacion de

los diferentes tipos de muestras.




Antes de iniciar la primera prueba con cada tipo de muestra, los perros fueron
sensibilizados con una muestra de hisopado nasofaringeo positiva a COVID-19 (del
banco de muestras con los que se habian entrenado anteriormente), para recordarles el
olor presente en muestras positivas. Esto se hacia utilizando uno de los brazos y
canastillas del carrusel. Después de la sensibilizacion, se extraia la muestra de hisopado
nasofaringeo, se limpiaba y desodorizaba la canastilla con vapor y se presentaba al perro

con los diferentes tipos de muestras problema. (Figura 6).

Figura 6. Diagrama de flujo para cada prueba consecutiva en los diferentes tipos de

muestra.
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Para evitar la contaminacién de las canastillas con olores dejados por las muestras, por
el paso de los perros o por la manipulacion de los colocadores, se realizo su limpieza y

desodorizaron con una pistola de vapor entre una prueba y otra.

Proceso de aleatorizacion y acomodo de las muestras.

La capacidad de los perros para discriminar el olor de COVID-19 en diferentes tipos de

muestra (i.e. orina, sudor, cubrebocas, saliva e hisopados nasofaringeos) se examino en



una serie de 10 pruebas consecutivas por tipo de muestra. A esta serie de 10 pruebas se

le denomind sesion.

Cada prueba se conformé de un carrusel que contenia 1 muestra positiva que se utilizd
una sola vez, 8 muestras negativas del mismo tipo que la positiva, y tres canastillas
vacias, cuya disposicion era aleatoria. Para realizar todas las aleatorizaciones de este

trabajo, se utilizo la funcion de aleatorizacion de las hojas de calculo Microsoft Excel.

Después de cada prueba, se retiraron la muestra positiva y dos negativas (Figura 7A).
Con esto quedaban seis canastillas libres para la introduccion de nuevas muestras
(Figura 7B). El posicionamiento de las muestras para la siguiente prueba se realiz6 de
acuerdo con una aleatorizacion previa, sustituyendo la muestra positiva anterior por una
nueva y recolocando las mismas 2 muestras negativas que se habian retirado, pero
colocéandolas en posiciones distintas a las que se encontraban anteriormente (Figura 7C).
Los 10 perros concluyeron 10 pruebas en igual nimero de muestras positivas distintas
por cada tipo. Entre un perro y otro se vaciaron todas las canastillas del carrusel y se

procedid a una nueva aleatorizacion para el acomodo de las muestras.

Figura 7. Representacion grafica de la sustitucion de una muestra positiva y reacomodo

(previa aleatorizacion) de dos negativas dentro del carrusel entre cada prueba.
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Representacion del carrusel en tres tiempos consecutivos. A) las flechas indican las muestras
tanto positiva (amarillo) como negativas (verde) que seran retiradas después de cada prueba. El
color azul representa las seis muestras negativas que permaneceran en el mismo lugar para la
prueba siguiente, dentro de un mismo ejercicio. En cada prueba hay una muestra positiva nueva.
El acomodo de todas las muestras en el carrusel y la seleccion de las dos negativas para cambio
de posicion se determind por una aleatorizacion previa. B) muestra los espacios vacios en el
carrusel (blanco) que resultan del retiro de la muestra positiva y dos negativas que precede a la
siguiente prueba. C) se presenta la nueva disposicion de las muestras para la siguiente prueba
(la muestra positiva es distinta a la utilizada en la prueba anterior).

Evaluacion del interés de los perros hacia las muestras.

Para evaluar el interés de los perros a la primera exposicién hacia muestras diferentes a
las utilizadas para su entrenamiento, se utilizaron las variables denominadas “intensidad
de reaccién” e “indice de reconocimiento”.

Para la intensidad de reaccion se utilizé la siguiente escala:

Valor 0. Sin interés, el perro ignora la muestra.

Valor 1. Poco interés, la muestra le llama la atencién al perro, que puede hacer
una pausa breve o voltear hacia la canastilla al pasar, pero no se detiene a revisar

la muestra.

Valor 2. Mucho interés, el perro hace una pausa, se detiene y revisa la canastilla,

pero no se sienta y continla con su busqueda.

Valor 3. Este nivel de interés se considera como una indicacién: Es decir, que el
perro marca inequivocamente la canastilla al sentarse y sefalarla con la nariz
sostenidamente hasta recibir una instruccién de su manejador para romper la
indicacion. Esta indicacién podia darse en cualquier muestra, resultando en un

diagnostico verdadero o falso positivo a COVID-19.

Dentro de una prueba, el perro tuvo oportunidad de dar un maximo de 3 vueltas completas
al carrusel para hacer la indicacion. Cuando una indicacién se daba hacia una muestra

positiva la prueba se concluia, siempre y cuando se completara al menos una vuelta al



carrusel. Cuando una indicacion se daba hacia una muestra negativa, la prueba
continuaba hasta que el perro hiciera la indicacion hacia la muestra positiva 0 se
concluyeran las tres vueltas. Si el perro no realizaba una indicacion hacia una muestra
particular (positiva o negativa) dentro de las 3 vueltas permitidas, se consider6 a esa
muestra como negativa (verdadera o falsa negativa) a COVID-19. La intensidad de
reaccion dentro de cada vuelta al carrusel para las indicaciones acertadas (verdaderos
positivos) y las indicaciones erréneas (falsos positivos) se anotaron en una bitdcora para
cada perro.

Para el indice de reconocimiento, se desarrolld una escala categdrica en la que se
evaluaron conjuntamente la intensidad de reaccidén de cada vuelta realizada por el perro
y la capacidad de reconocer la muestra positiva dentro de una prueba (niUmero de vueltas
completadas al carrusel -maximo 3- necesarias para hacer la indicacién) (Cuadro 5). La
calificacion dentro de esta escala tiene una relacion directa con la intensidad de reaccion
e inversa con el numero de vueltas que el perro realiza para hacer la indicacion, de
manera que el puntaje fue mayor cuanto antes se hiciera la indicacion. A cada vuelta al

carrusel se le consideré como una olfaccion de la muestra.

Cuadro 5. indice de reconocimiento de los perros de diferentes tipos de muestras
positivas a COVID-19, considerando el nimero de olfacciones realizadas (vueltas al
carrusel) para hacer una indicacién y la intensidad de reaccion. Si el perro no realizé una
indicacién hacia una muestra positiva dentro de las 3 vueltas permitidas, el indice de

reconocimiento fue de cero.

Intensidad de reaccion . o
Indice de reconocimiento

1ra vuelta | 2da vuelta | 3ra vuelta
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Orden de presentacién de los tipos de muestra.

El estudio se realiz6 en cinco sesiones. En el primer dia, se evaluo la intensidad de
reaccion y el indice de reconocimiento de los perros a muestras positivas de hisopos
nasofaringeos provenientes del LBR. En los siguientes cuatro dias, se evalud la
intensidad de reaccion y el indice de reconocimiento de los perros a un tipo diferente de

muestra cada dia (cubrebocas, saliva, orina y toallitas con olor corporal).

Analisis de datos.

La intensidad de reaccién (escala 0 a 3) de los perros hacia los diferentes tipos de
muestra fue registrada por tres evaluadores distintos de manera independiente y la moda
fue utilizada para el andlisis. Cuando no existié moda, se procedio a eliminar los valores

extremos, quedando Unicamente el valor intermedio para los analisis.

La “intensidad de reaccion” mostrada hacia los diferentes tipos de muestras se analiz6
por Kruskal Wallis. El “indice de reconocimiento” a los diferentes tipos de muestra y el
efecto de aprendizaje a través del nUmero muestras presentadas (entre la primera y la
décima muestra del mismo tipo en un ejercicio) se analizé por regresion lineal simple
donde la variable dependiente fue “indice de reconocimiento” y las variables

independientes fueron tipo de muestra, nUmero de muestra y la interaccion.

Para la estimacion de la sensibilidad, se consideré una prueba exitosa cuando la
indicacion ocurrio dentro de las primeras dos vueltas. La sensibilidad (verdaderos

positivos / verdaderos positivos + falsos negativos) y especificidad (verdaderos negativos



/ verdaderos negativos + falsos positivos) en la deteccion de COVID-19 en los distintos
tipos de muestra se comparo contra la sensibilidad y especificidad obtenidas en muestras

de hisopos nasofaringeos a través de una regresion logistica.

RESULTADOS

Intensidad de reaccién e indice de reconocimiento ante la primera exposicion de
muestras.

La intensidad de reaccién (escala 0-3) que tuvieron los perros a la primera exposicion
de una muestra positiva de cubrebocas, saliva, sudor u olor corporal y orina fue de mucho
interés (corresponde al 2 en esta escala), y similar (p>0.10) a la reaccién presentada

hacia las muestras de hisopados nasofaringeos (Figura 8A).

Igualmente, el indice de reconocimiento, que considera la escala de interés y el nUmero
de vueltas completadas para realizar una indicacion (ver cuadro 5; escala 1-10), fue
similar entre los hisopos nasofaringeos y los cuatro nuevos tipos de muestras estudiados
(Figura 8B). Se observo también que existen variaciones en la calificacion alcanzada
entre perros para cada tipo de muestra presentada (Figura 9). Al promediar los valores
de cada perro, se determiné que entre la muestra de hisopado nasofaringeo y los demas

tipos de muestra (cubrebocas, saliva, sudor y orina), la calificacion en la escala no difiere.

Figura 8. Intensidad de reaccion (A) e indice de reconocimiento (B) en perros que fueron

expuestos por primera vez a tipos de muestras diferentes a la usada para su

entrenamiento.
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Figura 9. indice de reconocimiento de cada perro en su primera exposicion hacia
cubrebocas (A), saliva (B), sudor (C), y orina (D). Las columnas representan la calificacion
hacia los diferentes tipos de muestras, mientras que la linea horizontal en cada columna
(resaltada en color negro) muestra la calificacibn obtenida hacia hisopados

nasofaringeos.
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Para conocer si existio algun efecto en el indice de reconocimiento de los perros conforme

incrementaba el nimero de muestras presentadas del mismo tipo en la progresion de un

ejercicio, se llevé a cabo un andlisis de regresion y se observé que los perros se

comportaron de manera similar en todos los tipos de muestra utilizados (hisopos,

cubrebocas, saliva, sudor y orina) Se aprecié, asimismo, que no hubo mejora en su

desemperio a lo largo de la sesion (Figura 10).

Figura 10. Efecto de la progresion del nimero de muestra dentro de un ejercicio sobre el

indice de reconocimiento presentados por los perros. La linea punteada representa el

resultado obtenido a los hisopados nasofaringeos. La linea sdlida representa Cubrebocas

(A), saliva (B), sudor (C), orina (D).
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Sensibilidad y especificidad de los perros en la deteccion de COVID-19 en
diferentes tipos muestras (hisopados nasofaringeos, cubrebocas, saliva, sudor y
orina).

La sensibilidad (Figura 11) y especificidad (Figura 12) de los perros en la discriminacién
de muestras positivas a COVID-19 no difiere (p>0.05) entre los hisopados nasofaringeos
(Se=90.46 y Sp=92.36%) y los demas tipos de muestras presentados por primera vez
(cubrebocas Se=94.79% y Sp=95.14%, saliva Se=95.62 y Sp=97.38%, sudor Se=95.85
y Sp=95.14% y orina Se=90.6 y Sp=90.14%). Cuando los perros tuvieron la oportunidad
de revisar las muestras en una segunda ocasion o vuelta, la sensibilidad aument6 por
encima del 90%. También se destac6 que la especificidad méaxima durante la deteccién

se alcanz6 con las muestras de saliva (97.38%, Figura 12).

Figura 11. Sensibilidad de los perros en la deteccion de COVID-19 en la primera
exposicién a diferentes tipos de muestras positivas a COVID-19 y al completar dos

vueltas al carrusel.
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Sensibilidad en la deteccion de COVID-19 alcanzada por los perros en la primera vuelta (barras
con franjas diagonales), y al completar dos vueltas (barras color negro) al carrusel.



Figura 12. Especificidad de los perros en la deteccion de COVID-19 en su primera

exposicion a diferentes tipos de muestras.
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Especificidad en la deteccion de COVID-19 alcanzada por los perros para diferentes tipos de
muestras. No se encontraron diferencias entre los diferentes tipos de muestra (barras negras) y
los hisopados nasofaringeos (barra con lineas, p=0.05).

La sensibilidad y especificidad de los perros hacia la discriminacion de diferentes tipos
de muestras positivas a COVID-19 fue heterogéneo. Se pudo apreciar, por ejemplo, que
hubo perros cuya sensibilidad fue similar para todos los tipos de muestra e incluso
superior al 90 % desde su primer contacto, mientras que otros necesitaban completar una
segunda vuelta al carrusel para que su sensibilidad fuera similar o superior a la resultante
de la discriminacién de hisopados nasofaringeos del LBR (Figura 13). Cuando se observé
la especificidad individual hacia los diferentes tipos de muestras, estas diferencias entre

perros también se vieron reflejadas (Figura 14).

Figura 13. Sensibilidad individual hacia la discriminacibn de COVID-19 de perros

expuestos por primera o segunda vez a diferentes tipos de muestra.
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Las columnas representan la sensibilidad alcanzada por cada perro en la primera vuelta (relleno
punteado), y al completar dos vueltas (relleno color negro) durante la deteccion de muestras
positivas a COVID-19. Hisopados nasofaringeos del LBR (A), cubrebocas (B), saliva (C), sudor
(D), y orina (E).

Figura 14. Especificidad individual hacia la discriminacion de COVID-19 de perros

expuestos a diferentes tipos de muestra.



Las columnas representan la especificidad de cada perro hacia cubrebocas (A), saliva (B), sudor

(C), y orina (D). La linea horizontal presente en cada columna (resaltada en color negro) muestra

la especificidad que tuvieron hacia hisopados nasofaringeos del LBR.

DISCUSION

Este estudio revel6 que los perros entrenados para detectar COVID-19 a través de
muestras de hisopados nasales pueden identificar el aroma caracteristico de la
enfermedad en muestras de orina, olor corporal, cubrebocas y saliva, sin haber tenido
entrenamiento 0 contacto previo con estos sustratos. Esta capacidad de deteccion en los
diferentes tipos de muestra sugiere que los compuestos volatiles especificos asociados
al SARS-CoV-2 no se encuentran solamente en las secreciones nasales, sino que estan
presentes en distintas excreciones y secreciones corporales. Para evaluar la eficiencia
en la deteccién, en este estudio se desarrollé e implementd, ademas, una escala de
calificacion basada en el comportamiento olfativo de los perros que considera la

intensidad con la que reaccionan hacia una muestra positiva y aporta un indice de
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reconocimiento de la misma. Esta herramienta ayuda al manejador a interpretar de
manera mas precisa las sefiales del animal, optimizando la sensibilidad de la prueba
olfativa. La intensidad de reaccion y el indice de reconocimiento obtenidos por los perros

en este estudio fueron similares para los cinco tipos de muestra evaluados.

Los perros empleados en este trabajo fueron entrenados para la deteccion de COVID-19
a partir de muestras de hisopos nasofaringeos, con los que alcanzaron sensibilidad y
especificidad superiores a 95% (datos no publicados). Posteriormente, continuaron su
trabajo en la deteccion de COVID-19 por mas de 4 meses, sin ser expuestos a muestras
de pacientes que no fueran de hisopados nasofaringeos. En su primer contacto con tipos
de muestra distintos en este estudio, la sensibilidad promedio de los perros fue de 90.6%
a muestras positivas de orina, 95.85% para sudor, 95.62% en saliva y 94.79% en
cubrebocas, similar en todos los casos a la que se obtuvo para las muestras de hisopados
nasofaringeos que se utilizaron como testigo de referencia (90.46%). Recientemente,
otros trabajos han confirmado la capacidad de los perros para detectar el olor de la
COVID-19 en distintos tipos de muestras, como secreciones del aparato respiratorio
(Vesga et al., 2021, Eskandari et al., 2021, Jendrny et al., 2020), saliva (Jendrny et al.,
2020), cubrebocas (Mendel et al., 2021), ropa (Eskandari et al., 2021), sudor (Angeletti
et al., 2021, Hag-Ali et al., 2021, Grandjean et al., 2020, Mancilla et al., 2022) y orina
(Kantele et al., 2022), obteniendo sensibilidades superiores al 90%. Sin embargo, estos
estudios evaluaron a perros que fueron entrenados y examinados utilizando el mismo tipo
de muestra, dejando sin respuesta si el olor a COVID-19 es consistente entre diferentes

tipos de muestra, o si los perros son capaces de identificar un olor comun entre éstas.

De hecho, hasta el momento de la realizacion de este trabajo no se habia informado que
los perros que hubieran sido entrenados sobre un tipo de muestra fueran capaces de
detectar el olor en tipos de muestra distintos en su primer contacto. El que los perros
puedan reconocer un olor comun en distintos sustratos podria deberse a que el virus
SARS-COV2 esta afectando a células en diferentes partes del cuerpo (Peiris et al., 2021).
En efecto, en diversos estudios se confirma la presencia de ARN viral en muestras de

liquido cefalorraquideo (Franco et al., 2021), liquido bronco-alveolar, esputo, hisopos



nasofaringeos, heces, sangre (Wang et al., 2020) y orina (Peng et al., 2020).
Alternativamente, el virus pudiera estar afectando a un 6rgano o tejido en particular que
produce compuestos organicos volatiles caracteristicos (COVS) en respuesta a este
proceso patolégico, mismos que difunden o son transferidos a través de la circulacion a
otros 6rganos, pudiendo ser eliminados en sitios distintos al de su punto de procedencia.
Estos COVs pueden ser detectados por especies con alta agudeza olfativa, como los
caninos o los roedores (Bijland et al., 2013, Amann et al.,, 2014, Buljubasic and
Buchbauer, 2015, Angle et al., 2016, Cambau y Poljak, 2020).

Ciertamente, el origen bioquimico de los COVs no se entiende del todo. En un estudio
reciente, se identificaron un total de 2746 COVs distintos en el cuerpo humano sano, con
un 13.8% identificados en la sangre, 54.19% en la respiracion, 16.13% en las heces,
10.56% en la leche, 19.99% en la saliva, 7.14% en el semen, 22.69% en la piel, y 16.17%
en la orina (Drabinska et al., 2021). De estos, solo catorce COVs fueron comunes a todos
los fluidos estudiados (Drabrinska et al., 2021). Por otra parte, se ha propuesto que
ocurren cambios en la produccion de COVs en los individuos enfermos que parecen ser
especificos de la enfermedad (Amann et al., 2014). Se sabe también que la transferencia
de COV desde su punto de origen hacia otras partes del cuerpo es posible, sin embargo,
los COVs estan expuestos a alteraciones o transformaciones durante el trayecto a causa
de los procesos metabdlicos inherentes de los érganos que atraviesan (pulmon, higado,
rifon, piel, etc), o de los procesos enzimaticos especificos de su metabolizacion. Esto
puede resultar en cambios en las concentraciones de los COVs existentes 0 en la
formacién de nuevos COVSs, lo que produciria perfiles de COVs que pudieran diferir entre
tipos de muestra (Amann et al., 2014), lo que resalta lo extraordinario que resulta que los
perros puedan detectar el olor de COVID-19 con tan alta eficiencia en todos los tipos de

muestra estudiados.

Otros trabajos realizados después de haber iniciado nuestra investigacion han mostrado
también que el aroma de COVID-19 puede ser detectado por los perros en muestras para
las que no fueron entrenados. Jendrny et al., 2021, por ejemplo, evaluaron 10 perros

adiestrados para discriminar COVID-19 en muestras de saliva, obteniendo sensibilidades



incluso mayores para muestras positivas de orina y sudor (82%, 95% y 91%,
respectivamente). En su trabajo utilizaron, sin embargo, un total de solo 93 muestras en
forma repetida (incluyendo muestras positivas y negativas), para contabilizar un total de
5308 exposiciones, cabiendo la posibilidad de que los perros memorizaran las muestras
positivas. Por otra parte, Essler et al., 2021 expusieron a 9 perros, previamente
entrenados para detectar COVID-19 en muestras de orina (sensibilidad 71%), a muestras
de saliva en 2 ensayos diferentes, encontrando que 6/9 perros identificaron las muestras
positivas de COVID-19 en el primer ensayo y 4/9 en el segundo. Cabe mencionar que,
aunque 3 perros no hicieron la indicacion adecuada hacia las muestras positivas,
mostraron cambios conductuales que hicieron suponer a los investigadores que habian
reconocido apropiadamente el olor de COVID-19. Similarmente, Devillier et al., 2022,
entrenaron 4 perros sobre muestras de sudor, obteniendo una sensibilidad del 89.6% v,
posteriormente, evaluaron la transferencia de su rendimiento a muestras de cubrebocas,
obteniendo una sensibilidad de 83.1% en 262 presentaciones de 98 muestras (28 de ellas
positivas). Los trabajos de Jendrny et al., 2021 y Deuvillier et al., 2022 mencionan un alto
namero de presentaciones de muestras, ya que a cada vez que utilizaron una muestra la
contabilizan como una presentacién independiente, sin embargo, en ambos casos se
repitié el uso de muestras, lo que pudiera haber permitido que los perros las memorizaran.
En contraste, tanto en el estudio de Essler et al.,2021, como en el presente trabajo, las
muestras positivas se utilizaron en una sola ocasion para cada perro. Ademas, las
evaluaciones realizadas durante este estudio se llevaron a cabo en un periodo corto, lo
gue permite asegurar que los perros estaban efectivamente reconociendo un olor
caracteristico a COVID-19, y que fueron capaces de detectarlo en tipos de muestra

diferentes al usado durante su entrenamiento.

En este estudio, la sensibilidad diagnostica de los perros reportada para los tipos de
muestra diferentes al usado durante el entrenamiento fue calculada en una sola sesion
con 10 ejercicios de busqueda e igual nUmero de muestras positivas. La sensibilidad
diagnéstica obtenida representa entonces la reaccidn de los perros a la primera

exposicidn a un tipo de muestra desconocido. Mas aun, con el fin de evaluar la capacidad



de identificacidn de los perros hacia el olor a COVID-19 en los diferentes tipos de muestra,
se disefid una escala llamada “intensidad de reacciéon” que, a través de las pautas de
comportamiento, evalla la manera en la que reacciona el perro hacia el olor de cada
muestra. Para mitigar las posibles diferencias debidas a una interpretacion subjetiva de
la manifestacién conductual, las pautas en la reaccion de los perros fueron calificadas
por tres evaluadores distintos y se utilizé la moda de las calificaciones para el analisis. El
uso de esta escala de calificacion indicO que todos los tipos de muestra,
independientemente de su origen corporal, despertaron una intensidad de reaccion de
muy alto interés (nivel 2 o 3) que, ademas, fue similar para todos los tipos de muestra
presentados. Adicionalmente, se observé que los perros tienen una alta intensidad de
reaccion dentro de los diferentes tipos de muestra desde la primera muestra positiva a la
que fueron expuestos y que esta intensidad no se modificd para las 10 muestras positivas
presentadas a lo largo de una sesién. Esto, desde luego, no significa que los perros no
sean capaces de aprender y mejorar su desempefio con la exposicion repetida a nuevos
tipos de muestra, sin embargo, dicha evaluacion quedoé fuera del alcance de este trabajo.
Aun cuando otros investigadores han desarrollado métodos para la cuantificacion
sistematica de pautas conductuales que asisten en la seleccion de perros para el trabajo
de olfato (CARAT y Brownell-Marsolais), no tenemos conocimiento de que exista un
trabajo similar donde la reaccion hacia el olor de una enfermedad o sustancia haya sido
evaluada por conductas diferentes a la de una indicacion. La necesidad de una escala
que considere las pautas conductuales de interés ademas de la indicacion queda de
manifiesto en trabajos como el de Essler et al.,2021, quienes mencionan que durante los
ejercicios de busqueda, algunos perros que no llegaron a indicar sobre la muestra,
presentaron cambios de comportamiento indicativos de un mayor o menor grado de
reconocimiento del olor a COVID-19. De manera similar, la segunda escala desarrollada
en este estudio y denominada “indice de reconocimiento”, aumenta la informacién que se
tiene sobre el perro al incorporar el numero de oportunidades que éste toma para
identificar a la muestra positiva. El significado de dicho comportamiento puede sugerir
una caracteristica individual al perro, i.e. la confianza que tiene sobre la indicacion, o bien,

estar relacionado a la intensidad de olor de la muestra o a algun otro



motivo. Consecuentemente, es necesario realizar mas estudios para determinar el
alcance de ambas escalas utilizadas ya que, al lograr reconocer e incorporar las
diferentes pautas de comportamiento, se mejora la sensibilidad con la que los perros son
evaluados, lo que a la postre permite un uso mas eficiente de los perros como
herramienta de ayuda diagnostica. Este estudio aporta, por lo tanto, nuevas herramientas
para ser utilizadas durante el entrenamiento y la evaluacion de los perros destinados a

trabajos de olfato.

El reconocimiento de la capacidad de los perros para detectar enfermedades inicidé con
casos incidentales a partir de la observacion de mascotas que olfateaban insistentemente
un lunar en la pierna de sus duefios que, después de un examen patoldgico, fue
diagnosticado como melanoma (Church y Williams, 2001). A partir de ello, otros trabajos
han corroborado la capacidad de los perros para detectar diferentes tipos de cancer, entre
ellos cancer de pulmén (Hackner et al., 2016, Riedlova et al., 2022), de ovario (Kane et
al., 2022), de mama (McCulloch et al., 2006), y de préstata (Jeong et al., 2022). Ademas
del cancer, se ha demostrado que los perros pueden detectar la presencia de
enfermedades parasitarias (malaria, Guest et al., 2019), bacterianas (Maurer et al., 2016)
y metabdlicas (hipoglicemia, Hardin et al., 2015; epilepsia, Catala et al., 2019). Durante
la pandemia de COVID-19 quedo6 de manifiesto que los perros pueden también detectar

enfermedades virales.

Este estudio reafirma que el olor caracteristico a COVID-19 esta presente en diferentes
fluidos corporales, lo que permite un tamizaje diagnéstico en muestras que pueden ser
obtenidas de manera mas accesible y con un menor grado de invasividad que los
hispopados nasofaringeos. Ademas, la capacidad de los perros para identificar muestras
de pacientes positivos a COVID-19 a través del olfato se mantiene consistente entre los
distintos tipos de muestra presentados. Esto indica que la eficacia de los perros no se ve
afectada si inicialmente fueron entrenados con un tipo de muestra diferente al que
posteriormente se les pide discriminar. La portabilidad relativa de los perros a zonas
remotas representa otra ventaja de este tipo de ayudas diagndsticas, potenciando la

vigilancia epidemioldgica en zonas remotas y menos urbanizadas.
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