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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de Dirofilaria
immitis en caninos del distrito de Pacasmayo (La Libertad, Perd) mediante
inmunocromatografia y técnica de Knott modificada, y evaluar la concordancia entre
ambas pruebas. El disefio del estudio fue descriptivo, transversal, en el que se
muestrearon aleatoriamente 120 muestras de sangre a 120 perros en distintos puntos
del distrito. Se aplicé inmunocromatografia (Canine heartworm Ag®) para antigeno
de D. immitis y Knott modificada para la deteccion de microfilarias. La prevalencia
por inmunocromatografia fue 3,33% (1C95%: 0,92-8,31) y por Knott 0,83% (1C95%:
0,02-4,56). La distribucion pareada mostré 117 coincidencias (1 positivo/positivo;
116 negativo/negativo) y 3 discordancias (Ag+/Knott—). Hubo acuerdo total = 97,5%,
acuerdo positivo (PPA) = 40,0%, acuerdo negativo (NPA) = 98,7% e indice de
concordancia de Kappa (k) = 0,392 (concordancia aceptable). Se concluye que
Pacasmayo muestra un escenario de baja prevalencia con mayor deteccién por
antigeno que por métodos de concentracion de microfilarias. La concordancia
aceptable y el alto acuerdo negativo respaldan el uso complementario de la

inmunocromatografia y la técnica de Knott para la vigilancia local de D. immitis.

Palabras clave: filariasis, microfilaremia, inmunocromatografia, Knott modificada,

concordancia diagnostica



ABSTRACT

This study aimed to determine the prevalence of Dirofilaria immitis in dogs from the
Pacasmayo district (La Libertad, Peru) using immunochromatography and the
modified Knott test, and to assess agreement between both assays. We conducted a
descriptive, cross-sectional study in which venous blood samples were randomly
collected from 120 dogs across multiple sites in the district. Immunochromatographic
testing (Canine heartworm Ag®) was used to detect circulating D. immitis antigen,
and the modified Knott test to detect microfilariae. Prevalence by
immunochromatography was 3.33% (95% CI: 0.92-8.31) and by the Knott test 0.83%
(95% CI: 0.02-4.56). Paired results showed 117 concordant findings (1
positive/positive; 116 negative/negative) and 3 discordant results (Ag+/Knott—).
Overall agreement was 97.5%, positive percent agreement (PPA) 40.0%, negative
percent agreement (NPA) 98.7%, and Cohen’s kappa (x) 0.392 (acceptable
agreement). We conclude that Pacasmayo exhibits a low-prevalence scenario with
greater detection by antigen testing than by microfilaria-concentration methods. The
acceptable concordance and high negative agreement support the complementary use
of immunochromatography and the modified Knott test for local surveillance of D.
immitis.

Keywords: filariasis, microfilaremia, lateral flow immunoassay, modified Knott test,

diagnostic concordance



INTRODUCCION

La dirofilariosis es una enfermedad parasitaria producida por Dirofilaria immitis que
afecta principalmente a los perros e infrecuentemente a los gatos (1). En Medicina
Veterinaria, el perro constituye el principal hospedador definitivo, situando a la
dirofilariosis como un problema importante en la parasitologia clinica y salud publica
(2). La enfermedad se produce por las formas adultas del parésito que provocan
patologia en las arterias pulmonares (3). Cuando existen infestaciones masivas se
pueden encontrar vermes en el lado derecho del corazoén, y es cuando mueren, que se
dirigen hacia los pulmones, obstruyendo y ocasionando infartos (2). Los signos
clinicos descritos van desde pérdida leve de peso e intolerancia al ejercicio, hasta

anemia, fatiga durante el ejercicio, tos o insuficiencia cardiaca grave (4).

La situacion problematica esta ligada a la eco-epidemiologia de la enfermedad, debido
a que la transmision depende de mosquitos hospedadores intermediarios obligatorios,
que ingieren microfilarias. Tras la inoculacion en el hospedador definitivo, las larvas
maduran, migrando hacia las arterias pulmonares caudales, dando inicio a la liberacién
de microfilarias al torrente sanguineo (5). La presencia de caninos infectados que
albergan por afios dirofilarias adultas productoras de microfilarias, junto a condiciones
ambientales favorables para el vector, son determinantes de la distribucion geogréafica

de la enfermedad y elevan el riesgo para la poblacion humana (6).

Para el diagndstico de la dirofilariosis, las pruebas de deteccion de antigeno han
mostrado mayor rendimiento que la observacion microscopica de microfilarias en
sangre, la cual puede arrojar falsos negativos ante cargas parasitarias bajas. Por este
motivo, se ha recomendado el uso de ambas técnicas (7). La prevalencia de D. immitis

en caninos en diferentes areas del mundo varia entre 0,24% y mas de 50%, mientras



que en humanos se han reportado cerca de 300 casos de dirofilariosis pulmonar (6).
En Per(, se han realizado algunos estudios sobre prevalencia de dirofilariosis: En el
afio 2021, en Huénuco se reportd una prevalencia de 3%; en Lima se realizaron varios
estudios, reportando prevalencias de 5,5% en 2004 (8), 4,4% en 2003 (9), 4,7% en

2002 (10) y 7,3% también en 2002 (11).

Pese a la carga clinica en caninos y su importancia zoonoética, persisten vacios en la
informacion local, ya que no se dispone de estimaciones actualizadas y especificas
para el distrito de Pacasmayo, a pesar de que la dindmica de transmision puede variar
con la ecologia del vector y factores ambientales. Esta falta de datos limita la
planificacion de intervenciones basadas en el riesgo y limita la priorizacion de

estrategias de prevencion y control en la region.

Este estudio se justifica debido a que se requiere cuantificar la prevalencia local
mediante un enfoque de diagnostico que logre capturar tanto la infeccion por parasitos
adultos como por la presencia de microfilarias circulantes. De este modo, la
informacion permitird orientar la vigilancia y latoma de decisiones clinicas y sanitarias

en el distrito de Pacasmayo.

Se espera que los resultados obtenidos en este estudio aporten una evidencia
epidemioldgica local que resulte util para la vigilancia de la dirofilariosis caninay por
consiguiente la orientacion de medidas de prevencion y asistenciales en el distrito,
contribuyendo a la comprension de la distribucion de la enfermedad y anticipando
riesgos zoonoticos. En conjunto, estos resultados brindaran una base cientifica para

fortalecer el control y la prevencion de D. immitis en Pacasmayo.



Objetivo General:

— Determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos mediante el uso de
la técnica de Knott modificada y prueba de inmunocromatografica en el distrito
de Pacasmayo — La Libertad.

Objetivos Especificos
— Determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos mediante el uso de

la técnica de inmunocromatografia.

—  Determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis mediante prueba de i Knott
modificada.

— Determinar si existe concordancia estadistica entre la técnica de Knott

modificada y la prueba de inmunocromatografia.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

En 2016 se realiz6 un estudio en Mexico con la finalidad de determinar la
prevalencia de Anaplasma spp., Borrelia burgdorferi, Dirofilaria immitis y
Ehrlichia canis en perros ubicados en diferentes estados del pais. Se analizaron
1706 muestras de sangre mediante el SNAP 4DX® de IDEXX® Laboratories.

La prevalencia de D. immitis fue de 5,3% (12).

Se desarrolld una investigacion en Colombia en 2023 con el objetivo de
determinar la prevalencia y las condiciones clinico epidemioldgicas de D.
immitis en perros de la ciudad de Bucaramanga. Para ello se utilizaron 501
muestras de sangre mediante la técnica de Woo, Knott e inmunocromatografia.
Se encontr6 una prevalencia de 7,78% (39/501) y se determind que, del total de
animales positivos, solo el 12,82% (5/39) resultaron positivos al test de

inmunocromatografia y presentaban microfilarias en sangre (13).

En 2023 se realiz6 un estudio en Ecuador que tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de D. immitis en un albergue ubicado en el canton Sucre. Para ello
se utilizaron 100 perros aparentemente sanos, se les extrajo una muestra de
sangre y se analizd mediante el método de gota gruesa con tincion Wright para
la observacion microscopica. La prevalencia encontrada fue de 36% y no se
encontraron asociaciones significativas entre la presentacion de la enfermedad y

las variables de edad, sexo, raza y peso (14).



Otro estudio realizado en Ecuador en 2023 tuvo como finalidad determinar la
relacion entre la presencia de microfilariasis y los pardmetros hematoldgicos en
perros de una clinica veterinaria docente de especialidades veterinarias. Con este
fin se utilizaron 111 perros que llegaron a consulta a la clinica veterinaria. El
andlisis de las muestras de sangre se realizé mediante el test de Woo y el test de
gota gruesa, encontrando prevalencias de 9,9% y 14,4% para cada método

respectivamente (15).

En Colombia, se desarrollé un estudio en 2023 con el objetivo de determinar la
frecuencia de D. immitis y sus factores de riesgo asociados en perros de
compaiiia del norte de Colombia. Para ello se analizaron 173 muestras de sangre
mediante una prueba de inmunocromatografia rapida (RIT) y una prueba de PCR
anidada. La prevalencia encontrada mediante la prueba de RIT fue de 53,2%
(92/173), mientras que para la prueba de PCR fue de 34,1% (59/173). La
positividad a una o0 ambas pruebas de diagndstico fue de 60,1% (1C 95%: 53,8 —
67,4). Los principales factores asociados a la presencia de la enfermedad fueron

la intolerancia al ejercicio y la trombocitopenia (16).
1.1.2. Nacionales

Se realiz6 una investigacion en 2002 con el objetivo de determinar la prevalencia
de D. immitis en perros de los distritos de Cieneguilla, Pachacamac y Lurin, en
el departamento de Lima. Se tomaron muestras de sangre de 177 perros, las
cuales fueron analizadas mediante los métodos microcapilar, test de Knott y
ELISA. La prevalencia encontrada fue de 2,8 + 2,4% para el método

microcapilar y test de Knott y de 7,3 £ 3,8% para ELISA (11).



En 2002 se realiza otro estudio en tres distritos del departamento de Lima: San
Martin de Porres, Rimac y Cercado de Lima. El objetivo fue determinar la
prevalencia de D. immitis usando tres técnicas de diagnostico: EI método
microcapilar, el test de Knott modificado y la técnica de ELISA. Para ello se
tomaron muestras de sangre de 124 perros. Las prevalencias halladas fueron de
0,8%, 0,8% y 4,7% para cada técnica respectivamente. Se realizd una prueba que
indicd solo 33% de concordancia entre el método microcapilar y el test de Knott,
en comparacioén con la técnica de ELISA; lo que muestra que los dos primeros
métodos no pueden reemplazar a ELISA, siendo una técnica mucho maés

especifica, con 100% de especificidad y 87,5% de sensibilidad (10).

En 2003 se realiza un estudio con la finalidad de determinar la prevalencia de D.
immitis y Ehrlichia canis en tres distritos de la ciudad de Lima (Chorrillos, La
Molina y San Juan de Miraflores). Se analizaron 140 muestras de sangre con un
kit comercial basado en la técnica de ELISA. La prevalencia encontrada fue de

4,4% para D. immitis y 16,5% para E. canis (17).

En 2004 se desarrollé un estudio que tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de D. immitis en caninos del distrito de San Juan de Lurigancho en
Lima. Para ello se tomaron 107 muestras de sangre, las cuales fueron analizadas
mediante una prueba enziméatica de ELISA (Dirocheck Synbiotic®). La
prevalencia encontrada fue de 5,5 + 4,7%, y no se encontraron diferencias
significativas entre las variables de sexo o0 el tiempo que los perros permanecian

en el domicilio (9).



1.2.

En 2021 se realizd un estudio en Huanuco con el objetivo de determinar la
prevalencia de D. immitis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorfer y
Ehrlichia canis en perros de la ciudad de Huanuco. Para ello se tomaron
muestras de sangre de 100 perros, y fueron analizadas mediante la prueba SNAP
4Dx PLUS IDEXX®. Las prevalencias encontradas fueron de 78% para
ehrlichiosis, 41 % para anaplasmosis, 3% para dirofilariosis y 2% para

borreliosis (8).

Bases Tedricas

1.2.1. Dirofilariasis

El paréasito Dirofilaria immitis es responsable de la enfermedad ocasionada por
estadios jovenes y adultos que provocan patologia en las arterias pulmonares de
los perros (3). Los caninos actuan como huesped definitivo, por lo que la
reproduccion sexual ocurre en las arterias pulmonares y las microfilarias
resultantes se liberan en el sistema circulatorio. La enfermedad clinica resulta de
la lesion vascular e inflamatoria cardiopulmonar (18). Esta enfermedad también
tiene como hospedadores menos adecuados a los humanos y gatos, en los cuales
el desarrollo del parésito se modifica de una manera drastica en comparacion

con los patrones observados en los perros (19).

1.2.2. Clasificacion taxonémica

El nematodo D. immitis, agente causal de la dirofilariosis cardiopulmonar
canina, se clasifica dentro del filo Nematoda, clase Secernentea, orden Spirurida,
suborden Spirurina, superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae y
subfamilia Dirofilariinae (18). Esta organizacion taxondmica, que establece las

afinidades del género Dirofilaria a partir de criterios bioldgicos y morfolégicos,



ha sido corroborada mediante estudios filogenéticos recientes basados en el gen

del ARN ribosomal pequefio subunitario (ssu rRNA) (20).

La familia Onchocercidae estd compuesta por aproximadamente 75 géneros que
presentan microfilarias en la sangre o en la piel de sus hospederos. La
transmision ocurre a través de vectores hematdfagos, los cuales, al alimentarse
de sangre o tejidos dérmicos, ingieren las microfilarias. Este mecanismo permite
que los parasitos adultos se establezcan en tejidos corporales sin conexion directa
con el medio externo, como las meninges, el sistema linfatico y los vasos
sanguineos, en lugar de hacerlo en érganos que se comunican con el exterior,

tales como el tracto intestinal o el sistema traqueal (18).

1.2.3. Morfologia

Los gusanos adultos de D. immitis presentan una forma filiforme caracteristica.
Las hembras alcanzan longitudes de 250 a 300 mm con un didmetro de 1 a 1,3
mm, mientras que los machos miden entre 120 y 200 mm de largo y poseen un

diametro de 0,7 a 0,9 mm (21).

Las microfilarias, correspondientes al primer estadio larval, circulan en el
torrente sanguineo y presentan dimensiones de 290 a 330 um de longitudy 5 a
7 um de didmetro. Morfoldgicamente, se caracterizan por poseer una cola recta
y un extremo cefalico de forma fusiforme (22). Estas microfilarias no se
encuentran envainadas, lo que resulta util para diferenciarlas de otras filarias

caninas en preparaciones de Knott (23).



1.2.4. Ciclo Bioldgico y transmision

La dirofilariosis es una enfermedad parasitaria heteroxénica en la que el perro y
otros cénidos actuan como hospedadores definitivos, y donde se alojan los
adultos de D. immitis, produciendo microfilarias; y en donde los mosquitos
culicidos son los hospedadores intermediarios o vectores en los que las
microfilarias ingeridas con la sangre evolucionan hasta larvas infectantes de
tercer estadio (L3). La transmision al perro se da cuando una hembra de
mosquito previamente infectada realiza hematofagia y deposita L3 que penetran
a traveés de la lesion de la picadura en el hospedador definitivo. En la naturaleza,
diversos géneros participan como vectores competentes, principalmente son
hembras de las especies Aedes, Culex y Anopheles, aunque también se han
reportado en especies como Ochlerotatus, Coquillettidia, Armigeres, Mansonia
y Psorophora; y la competencia vectorial varia por especie, cepa y condiciones
ambientales de cada localidad (24,25). Varios de estos vectores se alimentan
indiscriminadamente de perros y humanos, lo que resulta en una ocurrencia

zoonotica en areas endémicas (26).

Un aspecto importante del ciclo biologico de la dirofilariosis es el lugar y como
se desarrolla el parasito dentro del vector. Tras la ingestion, las microfilarias
pasan a traves del intestino y migran hacia los tabulos de Malpighi, en donde
mudan hacia L1, L2 y L3. Llegadas a esta fase, abandonan los tibulos y migran
hacia el aparato bucal desde donde se inocularan cuando el mosquito realice

hematofagia en el hospedador definitivo (27).
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1.2.4.1. Etapas del ciclo

Etapa extrinseca: Los mosquitos, al alimentarse de sangre de un huésped
definitivo, ingieren las microfilarias, es decir, la etapa producida por dirofilarias
hembra adultas, que circulan en el torrente sanguineo de los animales infectados.
Las microfilarias se desarrollan dentro del artrépodo a larvas de primer estadio
(L1) y luego mudan dos veces, a larvas de segundo estadio (L2) y finalmente a
larvas infecciosas de tercer estadio (L3). El periodo que toma el desarrollo de las
larvas desde su ingestion depende de factores como la temperatura ambiental y
la especie de mosquito (28). Entre 24 y 26 °C el periodo de desarrollo puede
completarse en 10 a 12 dias; mientras que, a 18°C, este puede tomar hasta 29

dias (29).

Etapa intrinseca: En el perro, una vez que las larvas son inoculadas en el tejido
subcutaneo, las L3 permanecen cerca del punto de entrada y realizan la muda a
L4 entre 4 a 23 dias post infeccion. Las L4 migran por tejidos subcutaneos e
intramusculares durante varias semanas y mudan a L5 (adultos jovenes) en un
periodo de 50 a 58 dias. Los primeros parasitos alcanzan la arteria pulmonar
hacia 70 dias post infeccion, ubicandose en su sitio definitivo a los 120 dias
aproximadamente. La patencia (aparicion de microfilarias en sangre) se observa

en promedio a los 180 dias post infeccion (18).

1.2.4.2. Factores que favorecen la transmision

La transmision efectiva del parésito requiere la coincidencia de perros
microfilarémicos disponibles para la alimentacion del mosquito vector, vectores
competentes y en cantidad suficiente para completar la incubacién extrinseca, y

condiciones térmicas que permitan alcanzar el umbral de desarrollo a L3. En la



11

trasmision de D. immitis existe el concepto de Heartworm Development Units
(HDU), que se utiliza para estimar el potencial de transmision del parésito en
funcién de la temperatura ambiental. Este se define a partir de la diferencia entre
la temperatura media diaria y el umbral de 14°C, valor por debajo del cual no se
produce un desarrollo larvario en el mosquito vector. La suma de estas
diferencias a lo largo de los dias permite calcular el total de HDU acumulados,
y se ha establecido que, al alcanzar un aproximado de 130 HDU, las microfilarias
ingeridas evolucionan hasta larvas L3 infectantes en el vector, posibilitando asi
la transmision del parasito (30). En Sudamérica, modelos realizados para
Argentina, Chile y Uruguay mostraron picos estacionales de riesgo durante fines
de primavera y verano, con un declive en otofio, demostrando que HDU es

aplicable para inferir ventanas de transmision a escala local (31).

Otro de los factores que intervienen en la transmision es la presencia de vectores
de los géneros Aedes, Culex y Anopheles, y la competencia entre ellos, que puede
ser alta en especies invasoras o locales adaptadas a medios urbanizados. Se han
comprobado tasas de desarrollo altas en condiciones experimentales, y la llegada
de L3 al probodscide en 8 a 16 dias en especies receptivas (27). Asimismo, la
presencia de fuentes de agua estancada, precipitacion y humedad llegan a
modular la densidad de mosquitos. A escala continental, en Europa, el cambio
climatico y la movilidad de perros se han asociado a la expansion de Dirofilaria
en nuevas areas (32). Finalmente, la alta proporcion de perros sin
quimioprofilaxis incrementa el numero de fuentes de microfilarias, sosteniendo

la transmision (3).
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1.2.5. Epidemiologia

1.2.5.1. Distribucién geografica

La dirofilariosis presenta distribucion cosmopolita en perros, con mayores
prevalencias histdricas en zonas tropicales y subtropicales, y expansion hacia
regiones templadas impulsada por la movilidad de hospedadores y el cambio
climatico que favorece a los vectores culicidos (33). En América, la infeccion
esta ampliamente establecida en la franja de regiones calidas y hdmedas.
Diferentes revisiones regionales localizan las infecciones desde Norteamérica
hasta Sudameérica, con diferencias entre paises atribuidas al clima, densidad de

vectores, cobertura de profilaxis y disefio de medidas de vigilancia (34).

En Sudamérica, andlisis realizados a gran escala muestran prevalencias
relevantes en caninos ubicados en zonas costeras y riberefias, con ventanas de
transmision concentradas en el verano y primavera (35). En paises como Brasil,
se han informado de prevalencias elevadas (23%), especialmente en zonas
costeras y ambientes con disponibilidad de fuentes para los mosquitos, lo que

confirma el peso de las condiciones ecologicas locales (36).

1.2.5.2. Factores de riesgo en caninos

El riesgo de infeccion es multifactorial e incluye caracteristicas propias del
hospedador, la exposicion al vector y practicas de prevencién. A nivel ecolégico,
variables climaticas (temperatura, humedad y precipitacion) influyen en la
densidad vectorial y en la probabilidad de encuentro entre el perro y el mosquito

(37).

Se ha demostrado que la edad es uno de los factores que influyen en la infeccion,

ya que la probabilidad acumulada de exposicion aumenta con la edad, debido al
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mayor contacto con vectores. Existen estudios que han detectado una tendencia
a mayores tasas en perros adultos o geriatricos, aunque este efecto suele
atenuarse en poblaciones con alta cobertura de profilaxis. Otros estudios
encontraron un mayor riesgo en machos y con mayor actividad exterior, lo que
sugiere un componente conductual de exposicion; sin embargo, efectos
inconsistentes entre contextos obligan a interpretar al sexo como un factor débil
frente a la exposiciéon vectorial (37). El estilo de vida asociado a mayor
exposicion vectorial ha demostrado ser un factor importante, ya que el vivir al

aire libre o con acceso prolongado al exterior incrementa el riesgo (36).

La ausencia de profilaxis con lactonas macrociclicas también es un factor
determinante importante a nivel individual y poblacional. Su implementacion
sostenida reduce la fraccion de perros infectados y microfilarémicos, y por
consiguiente la fuerza de infeccion a nivel comunitario (38). Otros factores
reportados en analisis recientes incluyen asociaciones entre el habitat local y
rasgos fenotipicos como el tamafio del pelaje segun la ecorregion y la comunidad

de vectores (39).
1.2.5.3. Relevancia en la salud publica

La dirofilariosis es una zoonosis, en la que el humano actia como hospedador
accidental, y en el que D. immitis puede generar nodulaciones pulmonares
(granulomas periféricos que simulan neoplasias) y D. repens puede llegar a
producir nodulos subcutaneos u oculares. Como es ldgico, el riesgo de
infecciones humanas aumenta en lugares en donde existe una elevada circulacion
canina y abundancia de vectores (33). Algunos estudios realizados en regiones

hiperendémicas han demostrado la co-ocurrencia de casos en perros, gatos y
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humanos, reforzando la idea de que la carga parasitaria en perros funciona como
un predictor de riesgo poblacional y que los programas de profilaxis canina y

control vectorial representan medidas positivas para la salud pablica (40).

1.2.6. Patogenia y presentacion clinica

1.2.6.1. Mecanismos de lesion

En los perros, los adultos de D. immitis se localizan preferentemente en las
arterias pulmonares y, en casos de infecciones avanzadas, pueden extenderse al
ventriculo derecho y la vena cava caudal, en donde la accion fisica y el
microambiente inflamatorio que se produce, induce un cuadro de arteritis
proliferativa, remodelado vascular e hipertension pulmonar. El dafio endotelial
producido por la friccién y movimiento del parasito favorece la trombosis in situ
y microtromboembolismo, que reducen el lecho vascular funcional y aumentan
la resistencia vascular pulmonar, con carga hemodindmica cronica sobre la

region cardiaca derecha (41).

La bacteria endosimbionte Wolbachia, presente en D. immitis, actia como
cofactor inflamatorio. Sus moléculas de superficie y lipoproteinas activan vias
TLR-dependientes en neutrofilos y monocitos, produciendo un efecto
amplificador en la vasculitis y el dafio tisular, incluso cuando los parasitos

mueren y liberan antigenos endosimbiontes (3).

En fases aguda de muerte masiva (espontanea o debido al tratamiento), los
émbolos de parasitos agravan el compromiso vascular y pueden precipitar una
crisis respiratoria y descompensacion cardiaca, razon por la cual el manejo
clinico incluye la restriccion de ejercicio y manejo del riesgo tromboembolico

durante el tratamiento (3).
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Se han descrito también lesiones renales como glomerulonefritis a causa de

complejos inmunes asociados a antigenos filaridos y Wolbachia (33,42).

1.2.6.2. Formas clinicas de la enfermedad

El espectro clinico de la dirofilariosis varia desde una infeccion subclinica hasta
un cuadro de insuficiencia cardiaca derecha, dependiendo de la carga parasitaria,
el tiempo de infeccion y la respuesta del hospedador, por loque signos clinicos
como tos, intolerancia al ejercicio, disnea, pérdida de peso o sincopes suelen

aparecer ante cargas altas o0 muerte parasitaria (19).

La infeccion “oculta”, en la que existe la presencia de parasitos adultos sin
microfilarias circulantes, ocurre en fases prepatentes de la enfermedad,
infecciones monosexuales o bajo influencia de lactonas macrociclicas, y puede
coexistir un bloqueo de antigeno por complejos Ag-Ac que enmascaran la
positividad seroldgica (33,43). Por otro lado, el sindrome de la vena cava
representa la forma fulminante de la enfermedad, caracterizada por la migracion
retrograda de numerosos parasitos a la auricula derecha/vena cava, provocando
hemdlisis intravascular, ictericia, hemoglobinuria, soplo por insuficiencia
tricispidea y shock, requiriendo extraccion mecanica urgente y soporte

hemodinamico (19,44).
1.2.7. Diagndstico

El diagnostico parasitologico de la dirofilariosis puede abordarse mediante
métodos directos que muestran al parasito o sus larvas en la sangre (técnica de
concentracion de microfilarias con Knott modificada) y por métodos indirectos
que detectan antigenos circulantes de adultos (principalmente hembras)

mediante ELISA o por inmunocromatografia, siendo estas consideradas técnicas
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complementarias pro su ventana diagnostica diferente y fuente de falsos
negativos, considerando que no todos los estadios del parésito estan presentes en

un mismo momento dela infeccion (43).

1.2.7.1.Técnica de Knott

La técnica de Knott modificada sirve para la deteccion microscdpica de filarias,
y ademés facilita la diferenciacion frente a otras filarias, como
Acanthocheilonema spp. y D. repens (45). Sin embargo, su sensibilidad es
limitada (alrededor de 80%), ya que puede verse afectada en infecciones mixtas,
y no debe considerarse un resultado negativo al menos que se evalle al menos 1
mL de sangre. El posible ritmo circadiano de la microfilaremia afiade un factor

a la variabilidad en el diagnostico (3).

La técnica se basa en la concentracion de microfilarias al hemolizar una alicuota
de sangre con formol al 2% y centrifugarla, permitiendo examinar el sedimento
teflido con azul de metileno e identificar larvas segin su morfologia y
morfometria (46,47). En comparacion con la técnica de frotis directo, que pierde
sensibilidad cuando la microfilaremia es baja, la técnica de Knott es capaz de

detectar cargas pequefias (48).

El andlisis morfométrico que se realiza tras la concentracion de Knott permite
diferenciar D. immitis de D. repens y distinguir del género Acanthocheilonema,
con rangos validados de largo y ancho, y rasgos de los extremos craneal y caudal
(23). Se ha descrito que la tincién histoquimica de fosfatasa acida puede
complementar a la técnica de Knott para lograr la diferenciacion de las

microfilarias (49).
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La técnica de Knott presenta limitaciones y probables fuentes de error, ya que
no detecta infecciones prepatentes ni casos en los que no exista presencia de
microfilarias en sangre debido a profilaxis o infecciones monosexuales. Ademas,

se requiere de lectura entrenada para evitar confusiones con otras filarias (33).

1.2.7.2.Pruebas de antigeno (ELISA e inmunocromatografia)

Este tipo de pruebas detectan al antigeno uterino liberado por hembras adultas
de Dirofilaria, por lo que su positividad aparece luego de los 6 meses post
infeccion, pudiendo ser negativa en fases tempranas de la infeccion, en
infecciones monosexuales o cuando el antigeno es bloqueado por complejos Ag-
Ac, en este ultimo caso, los antigenos circulantes se unen a anticuerpos formando
complejos inmunes, por lo que el antigeno, al estar “secuestrado” dentro de estos
complejos, no se encuentra disponible para ser detectado por la prueba (33). Ante
este problema, se ha propuesto la técnica de disociacion térmica de estos
complejos Ag-Ac (pretratamiento térmico), el cual aumenta la deteccion de
antigeno en pacientes que habian resultado negativos previamente (50,51). Sin
embargo, aunque el pretratamiento térmico mejora la sensibilidad, existen
reportes de reactividad cruzada y falsos positivos en muestras con otras
helmintiasis (Angiostrongylus vasorum, D. repens y Acanthocheilonema

dracunculoides) (52,53).

Para que el antigeno sea detectable, se requiere al menos la presencia de una
hembra adulta, de modo que infecciones con baja carga pueden pasar
indetectables (54,55), aunque se ha demostrado que puede haber detecciones

viables cuando existen dos 0 mas hembras adultas (56).
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Se ha indicado que combinar pruebas (antigeno + anticuerpos o antigeno +
Knott) puede llegar a incrementar la sensibilidad del algoritmo respecto a una
sola prueba, especialmente cuando se incorpora el pretratamiento térmico en

muestras seleccionadas (57).

En perros con sospecha clinica pero negativos a microfilarias en pruebas de
antigeno, la PCR multiplex ha demostrado utilidad al identificar correctamente
muestras con tan solo cuatro microfilarias/mL y logrando diferenciar entre D.
immitis y D. repens (58,59). Finalmente, métodos de imagen como la radiografia
y la ecocardiografia contribuyen al diagnostico y a la evaluacion de la severidad

de la enfermedad (60).

1.2.8. Tratamiento

1.2.8.1. Tratamiento quirdargico

Este tipo de tratamiento esta reservado para casos graves o complicados de la
dirofilariosis (18). Revisiones recientes indican que la extraccion mecéanica de
gusanos adultos se indica principalmente en perros con sindrome de la vena cava
(clase 1V) y en situaciones de carga parasitaria masiva o localizaciones

ectdpicas, donde el antiparasitario resulta insuficiente o peligroso (18,61).

El sindrome de vena cava se caracteriza por la migracion masiva y abrupta de
numerosos adultos hacia la auricula derecha, ventriculo derecho y vena cava
caudal, por lo que la extraccion mecanica transvenosa o la cirugia abierta son el
tratamiento de eleccion en la mayoria de casos (3). Sin la extraccion de los
parasitos en el sindrome de vena cava, la mortalidad es elevada, mientras que los
perros que se someten a la extraccion y sobreviven al postoperatorio inmediato

pueden tener un buen prondstico a largo plazo (62). Asimismo, la migracién de
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adultos a localizaciones ectopicas (arteria femoral, aorta abdominal distal, ramas
iliacas, etc.) puede producir cuadros de isquemia aguda y necrosis de

extremidades, requiriendo arteriotomia y extraccion directa de los gusanos (63).

La extraccion transvenosa por venotomia yugular representa en la actualidad la
técnica de eleccion en perros con sindrome de la vena cava o con cargas masivas
de D. immitis alojadas en las cavidades derechas debido a su elevada eficacia y
menor necesidad de abordajes quirdrgicos mas invasivos (64-67). De manera
general, el procedimiento inicia con una incision cervical que permite realizar
una venotomia yugular para la colocacion de una vaina o introductor, luego se
ingresa un catéter guia hacia la auricula y ventriculo derechos, asi como hacia la
arteria pulmonar principal, utilizando fluoroscopia y ecocardiografia para una
adecuada navegacion. Una vez en posicion, se introduce un dispositivo de
recuperacion, que pueden ser forceps flexibles, lazos tipo snare, cestas de nitinol
0 instrumentos con disefio tipo cepillo, cuyo objetivo es atrapar y extraer los
gusanos adultos mediante maniobras controladas bajo guia imagenologica (64—

66).

En una serie retrospectiva de 42 perros con sindrome de la vena cava reportada
por Bové et al. (62), 21 animales fueron sometidos a extraccion transvenosa
minimamente invasiva; de ellos, 2 murieron durante el procedimiento y 4 en el
postoperatorio, mientras que la extraccion se complet6é con éxito en 14 perros,
los cuales fueron dados de alta y mantuvieron una supervivencia prolongada,
con un seguimiento medio de 2 afios y evolucion favorable. Estos resultados
indican que, pese a una mortalidad perioperatoria considerable, los individuos

que superan la hospitalizacién tras una extraccion efectiva pueden alcanzar un
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pronostico aceptable a mediano y largo plazo. En concordancia con esta idea, la
revision anestésica de Quandt (67) sefiala que las tasas globales de éxito en la
extraccion de gusanos en casos de sindrome de la vena cava oscilan entre 50—
67%, con una mortalidad estimada de 30—40%, lo que refleja la gravedad clinica

propia de estos pacientes.

Aunque la literatura se centra predominantemente en técnicas transvenosas, se
han descrito abordajes de cirugia abierta como la toracotomia lateral con
atriotomia y embolectomia directa de las cavidades derechas y de la arteria
pulmonar como alternativas en perros con cargas parasitarias muy elevadas o
cuando la extraccion transvenosa no es factible o ha fracasado (66). Estos
procedimientos abiertos implican un grado mayor de invasividad, demandan
infraestructura mas compleja y se reservan para escenarios excepcionales, ya que
el riesgo de hemorragia, descompensacion anestésica y mortalidad es
considerable en animales que, de por si, ya suelen encontrarse

hemodindmicamente inestables (18,61).

1.2.8.2. Tratamiento profilactico

La profilaxis frente a D. immitis en perros se basa casi exclusivamente en el uso
de lactonas macrociclicas, capaces de eliminar las larvas L3 y L4 (3). Estos
farmacos acttan de manera retroactiva, es decir, que se administran una sola vez
al mes, pero eliminan larvas tisulares infectantes adquiridas en las semanas
anteriores, interrumpiendo el ciclo antes de que las larvas alcancen la circulacion
pulmonar y maduren a adultos (18,68). El objetivo de la profilaxis no es tratar
infecciones adultas establecidas, sino evitar la progresion larvaria, la forma

cardiopulmonar crénica y sus complicaciones (3).
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Las guias de la American Heartworm Society (AHS) sefialan que todos los
farmacos profilacticos de uso actual pertenecen a la familia de las lactonas
macrociclicas como la ivermectina y milbemicina oxima por via oral mensual;
moxidectina y selamectina en formulaciones tépicas mensuales; y moxidectina
de liberacion sostenida como formulacion inyectable subcutanea de larga
duracion (60). Aunque estudios recientes han evaluado formulaciones de
moxidectina con proteccidon prolongada hasta 18 meses en perros en zonas
hiperendémicas, demostrando la ausencia de nuevas infecciones durante el
periodo de seguimiento en animales inicialmente negativos (69). Las guias de la
AHS recomiendan también iniciar la profilaxis en cachorros a partir de las 6 a 8
semanas de edad, utilizando un producto aprobado y ajustando la dosis segun el
peso, manteniendo la administracion durante todo el afio, incluso en zonas con
climas templados, cubriendo asi las variaciones en la estacionalidad del vector

(60).

Ensayos controlados han demostrado que las lactonas macrociclicas
administradas mensualmente alcanzan casi un 100% de eficacia preventiva
frente a infecciones experimentales por D. immitis (18). Bowman et al. (70)
confirmaron la proteccion al observar que cuatro aplicaciones mensuales de
imidacloprid + moxidectina (Advantage Multi®) evitaron completamente la
infeccion, incluso 28 dias después de la ultima dosis. Asimismo, las
formulaciones de moxidectina de liberacion sostenida han logrado prevenir
infecciones durante una temporada completa con eficacias superiores al 95—
100% (71,72). En areas hiperendémicas, se demostrd que la aplicacion Unica de
moxidectina evitd nuevas infecciones durante 18 meses, lo que refuerza su

utilidad en animales de alto riesgo y baja adherencia al tratamiento mensual (69).
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1.2.9. Control y prevencion

Las estrategias de prevencion a nivel de paciente individual comprenden tres
pilares bésicos: la quimioprofilaxis continua con lactonas macrociclicas, el
diagndstico anual mediante test de antigeno o prueba de microfilarias, y la
reduccion de la exposicion a mosquitos con medidas ambientales y repelentes

(60).

La AHS aconseja realizar screening anual en todos los perros mayores de 7
meses mediante prueba de antigeno y la deteccién de microfilarias para
garantizar que los animales en profilaxis no desarrollan infecciones subclinicas
y para identificar reservorios potenciales (60). En perros ya infectados y en
tratamiento adulticida, las lactonas macrociclicas se deben mantener como
medida de prevencion de nuevas infecciones y como parte del protocolo “triple”
(macrolicto, doxiciclina, melarsomina) propuesto por AHS para cerrar el “gap

de susceptibilidad” y reducir la cardiopatia tromboembdlica (3).

Se recomienda ademas complementar la profilaxis farmacoldgica con la
aplicacion de repelentes o ectoparasiticidas registrados capaces de reducir la
alimentacion de mosquitos sobre el perro, lo que ha demostrado incrementar la
eficacia global del programa preventivo. Ademas del uso de repelentes, se
aconseja reducir la exposicion a mosquitos mediante el control ambiental de
criaderos (eliminacion de aguas estancadas y mejora de drenajes), el empleo de
mallas y mosquiteros, y evitar en lo posible que los perros permanezcan al aire

libre durante los picos de actividad del vector (60).



23

1.3. Definicion de términos basicos

D. immitis: es un nematodo filarial de la superfamilia Filarioidea (orden
Spirurida, clase Chromadorea). Los mosquitos transmiten la dirofilariosis
canina, que ocupa las arterias pulmonares y el ventriculo derecho del corazén
(73).

Microfilaria: Las microfilarias son las larvas de primera etapa de nematodos
filariales, principalmente responsables de diversas infecciones parasitarias en
humanos y animales. Estas larvas son tipicamente liberadas por gusanos
hembras en el torrente sanguineo de un huésped (74).

Microfilaremia: Presencia de microfilarias en el torrente sanguineo del
hospedador (74).

Vector: Es un organismo que posee vida, que transmite una enfermedad desde
un animal infectado a un humano o a otro animal (75).

Periodo prepatente: intervalo entre la inoculacion de larvas L3 por el
mosquito vector hasta la aparicion de adultos maduros capaces de producir
microfilarias o antigeno detectable. En D. immitis suele abarcar entre 6 a 7
meses, motivo por el cual las pruebas de antigeno y la microfilaremia pueden
ser negativas en fases tempranas (19).

Infeccion “oculta”: presencia de adultos en arterias pulmonares sin
microfilarias  circulantes, observadas en infecciones prepatentes,
monosexuales, con baja fertilidad o bajo profilaxis con lactonas, y que pueden
acomparfiarse de bloqueo de antigeno por complejos Ag-Ac que reducen la

sensibilidad seroldgica (33).
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e Concordancia diagnostica (coeficiente Kappa): medida del acuerdo més alla
del azar entre dos clasificaciones binarias aplicadas al mismo individuo, con

valores entre -1y 1, donde 0 indica acuerdo equiparable al azar (76).



CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacién Geogréfica
La presenta investigacion se desarroll6 en el distrito de Pacasmayo, provincia de
Pacasmayo, Region La Libertad. La fase de laboratorio se desarroll6 en la
Clinica Veterinaria “Huesitos” EIRL, ubicada en calle Lima # 49, ubicada en el

distrito de Pacasmayo.

2.1.1 Caracteristicas geograficas y meteoroldgicas (*)

Las caracteristicas geograficas y meteoroldgicas de la Provincia de Pacasmayo

son (*):

e Altitud: : 8 msnm

e Latitud: 17°24'4" S

e Longitud 1 79°34'20" W
e Temperatura maximo promedio :27,1°C

e Temperatura minima promedio :16,5°C

e Precipitacion pluvial anual 10,1 mm

e Clima: El distrito de Pacasmayo presenta un clima desértico, caracterizado

por precipitaciones minimas o practicamente inexistentes a lo largo del afio.

(*) FUENTE: SERVICIO NACIONAL DE METEOROLOGIA E HIDROLOGIA DEL PERU — 2024
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2.2. Disefio de la Investigacion
El presente estudio correspondié a un disefio descriptivo y corte transversal,
cuyo propésito fue determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos
mediante el uso de las Técnicas de Knott modificada y prueba de
inmunocromatografia, durante el periodo comprendido entre noviembre de 2024
y enero de 2025. La ejecucion de la investigacion se dividio en las siguientes
fases:
2.2.1. Toma de muestras
Las muestras sanguineas se recolectaron a las 18:00 horas, considerando la
periodicidad circadiana de la microfilaremia. Se extrajeron 2—3 mL de sangre de
la vena cefalica mediante sistema Vacutainer®, luego de rasurar y desinfectar el
area con alcohol al 70%. Las muestras se conservaron en tubos con EDTA,
debidamente rotulados con nombre del canino, edad, sexo, raza y fecha de
recoleccion.
2.2.2. Prueba de inmunocromatografia
El procedimiento para la prueba inmunocromatografica Canine Heartworm Ag®
se detalla a continuacion:

a. Preparacion de la muestra: se utilizd sangre total anticoagulada con
EDTA, siguiendo las especificaciones del fabricante para la prueba
Canine Heartworm Ag® (S&C Biotech, Corea).

b. Carga de la muestra en el cassette: se depositaron 20 pL de sangre total
en la zona indicada del cassette de reaccion (Figura 1).

c. Adicion del diluyente: a continuacion, se afadieron tres gotas del
diluyente provisto por el fabricante, dejando que este fluyera a través de

la membrana del dispositivo.
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d. Tiempo de prueba: el cassette se mantuvo en reposo a temperatura

ambiente por 5 a 10 minutos, sin manipulacion.

Sangre entera + EDTA Q [

o Dy

7 - 2 gotas
8

Plasma o Suero

1 Muestras preparadas 2 Anadir 2 gotas en la ventana del dispositivo

5~10 min.

e—

Figura 1. Se colocan 20 pL de sangre en la zona indicada en el cassette

del test y se afiaden 2 gotas de diluyente.

e. Lectura e interpretacion: la interpretacion de resultados se realizo

conforme a las indicaciones del kit. La coloracién en la linea de control

(C) y en la linea de prueba (T) = positivo; coloracion solo en C =

negativo; ausencia de C o coloracion exclusiva en T = invalido (ver

Figura 2).

I Negativo

Invélido

e —

Fig. 2. Interpretacion de resultados del test de inmunocromatografica Canine

Heartworm Ag®.
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2.2.3. Andlisis microscépico de las muestras

El analisis microscopico de las muestras sanguineas se llevo a cabo mediante la

técnica de Knott modificada, siguiendo la metodologia descrita por Zajac et al.

(77). El procedimiento consistio en los siguientes pasos:

a.

b.

Se extrajo 1 mL de sangre total conservada en tubo con EDTA.

Se mezcl6 la muestra con 9 mL de una solucién de formalina al 2%.

La mezcla se centrifugd a 1,200 rpm durante 5 minutos y se eliminé el
sobrenadante.

Al sedimento obtenido se le afiadio una gota de azul de metileno al 0,1%.
Tras homogenizar, se transfirio al portaobjetos con ayuda de una pipeta
Pasteur.

Finalmente, las preparaciones se examinaron en un microscopio éptico
con objetivo de 10x, identificandose microfilarias en posicion extendida

y con los nucleos tefiidos de azul.

2.3. Meétodos de Investigacion

Método hipotético — deductivo: Este método se fundamenta en la formulacion de

hipdtesis que posteriormente son sometidas a verificacion, deduciendo

conclusiones con hechos observados (78). En el presente estudio, el método se

aplico para confrontar los resultados obtenidos mediante las pruebas

diagnosticas con la hipdtesis inicial sobre la presencia de D. immitis en la

poblacién canina evaluada. De esta manera, los hallazgos permitieron aceptar o

rechazar la hipétesis planteada.

Analitico — sintético: Este método implica descomponer el objeto de estudio en

sus elementos constitutivos para analizarlos de forma individual, integrando

posteriormente los resultados en una visiéon global (78). En este estudio se



2.4.

29

procedié inicialmente al andlisis desagregado de la prevalencia general y luego
de la distribucién segun variables como el sexo y edad. Asimismo, se evaluaron
de manera independiente los resultados de cada método de diagnéstico y se
integraron bajo un analisis comparativo. Finalmente, la sintesis de estos
componentes permitié obtener una interpretacion epidemioldgica del
comportamiento de D. immitis en la poblacion estudiada.

Poblacién, muestra y unidad de analisis

2.4.1. Poblacién

La poblacion estuvo constituida por todos los caninos residentes en el distrito de

Pacasmayo.

— Criterio de inclusion: Fueron incluidos aquellos caninos de cualquier raza
y sexo, con edad igual o mayor a 1 afio y que se encontraban clinicamente
sanos.

— Criterio de exclusion: Se excluyeron los caninos menores de 1 afio y
aquellos que presentaban signos de enfermedad o que se encontraban bajo
tratamiento farmacoldgico.

2.4.2. Muestra

El marco poblacional se definié a partir de un censo canino no publicado, que

fue proporcionado por el Centro de Salud del distrito de Pacasmayo (afio 2019)

y que report6 un total de 284 perros en el &mbito urbano del distrito. Sobre esta

base se realizdé un muestreo aleatorio simple.

El tamafio muestral se estimo utilizando la férmula para una sola proporcion con

correccion por poblacion finita (79):

Z12—a/2 p(1—p) Ny

° d? ’ 1+ 0=t
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Donde:

p = prevalencia esperada
d = presicion absoluta deseada

Z12—a/2 = valor critico para un 95% de confianza

Con una prevalencia esperada de 3% y asumiendo una precisién de 0,05, se
obtuvo unny = 44,4 y n = 39, tras la correccién por N=284. Aln considerando
una precision de 0,03, el calculo arroj6 un valor de n = 86. En ambos escenarios,
el tamafio operativo de 120 perros adoptado en el protocolo excede el minimo
requerido. La eleccidon de un tamafio muestral superior al calculado reduce la
amplitud de los intervalos de confianza, mitiga pérdidas por no respuesta o
exclusiones de calidad de muestra y limita el impacto de eventuales violaciones

menores del supuesto de un muestreo aleatorio simple.

En consecuencia, la muestra final estuvo conformada por 120 caninos,
seleccionados mediante muestreo aleatorio simple en diferentes sectores del
distrito. Todos los propietarios firmaron un consentimiento informado
autorizando la participacion de sus mascotas en el estudio. Los procedimientos
siguieron normas de bienestar animal y bioseguridad establecidas en el
protocolo.

2.4.3. Unidad de Analisis

La unidad de andlisis correspondi6 a las muestras de sangre total con

anticoagulante EDTA obtenidas de los 120 caninos seleccionados.

2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacidn de informacién
e Técnicas: Observacion, técnica de Knott modificada y mediante la prueba

de inmunocromatografia.
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e Instrumento: Registro de datos, registros clinicos, base de datos en

Microsoft Excel, Software estadistico SPSS v.27.

2.6. Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion
2.6.1. Analisis estadistico
a. Estimacién de prevalencia por técnica
Los datos se registraron en una base de Microsoft Excel y se analizaron en SPSS
v.27. Todas las estimaciones se reportaron con intervalos de confianza al 95%

(IC95%) y un nivel de significancia a = 0,05.

Para cada técnica (inmunocromatografia y Knott modificada) se calculd la
prevalencia puntual como proporcion de positivos respecto del total examinado,

mediante la siguiente formula:

. N° de perros positivos a D. immitis
Prevalencia = - x100
N° total de perros muestreados

Los 1C95% de la prevalencia se estimaron con el método binomial exacto de

Clopper—Pearson.

b. Concordancia entre técnicas

Para el calculo de la concordancia entre técnicas, se construy6é una tabla de
contingencia 2x2 con los resultados pareados (positivos/negativos) de ambas

pruebas. A partir de esta tabla se calcularon:

e Acuerdo total (Po):

a+d

0

e Acuerdo positivo (PPA):

PPA= ———
2a+b+c
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e Acuerdo negativo (NPA):

2d

NPA= ———
2d+b+c

Donde “a” es el numero de concordantes positivos, “d” los concordantes
negativos y “b, ¢ los discordantes.
e Indice Kappa de Cohen (x):

P, — P, P_(a+b)(a+c)+(c+d)(b+d)
1-P’ e n2

K =

El grado de concordancia de Kappa fue clasificado segun la escala de Landis y

Koch (80):

Valor de Kappa (k)  Grado de concordancia

0,00 Pobre
0,00 -0,20 Leve
0,21 -0,40 Aceptable
0,41 -0,60 Moderado
0,61 -,0.80 Sustancial
0,81 -1,00 Casi perfecto

2.6.2. Organizacion de la informacion

Los resultados se procesaran en el software SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para calcular la prevalencia e intervalos de confianza; asi mismo, se
realizara la prueba de Kappa para calcular el indice de concordancia entre las

dos técnicas de diagnostico.



33

2.7. Equiposy materiales
2.7.1. Equipos
«  Centrifuga, microscopio éptico, computadora portatil
2.7.2. Materiales de laboratorio
« Sistema Vacutainer®, tubos con EDTA, alcohol 70°C, guantes de
latex, mascarillas, nevera portatil y geles refrigerantes, formalina al
2%, azul de metileno al 0,1%, pipetas Pasteur, portaobjetos,
cubreobjetos, test de inmunocromatografia Canine Heartworm Ag®,

guias de observacion y fichas de registro



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de Resultados
3.1.1. Prevalencia de Dirofilaria immitis

Tabla 1. Prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos mediante el uso de la

técnica de inmunocromatografica en el distrito de Pacasmayo -La Libertad, 2024

(N=120).
Muestra Casos Positivos (n) Prevalencia (%0) 1C-95%
120 4 3,33 0,92-8,31

Nota. 1C95 % calculados con el método exacto binomial de Clopper—Pearson.
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Tabla 2. Prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos mediante el uso de la
técnica de Knott modificada en el distrito de Pacasmayo -La Libertad, 2024
(N=120).

Muestra Casos Positivos (n) Prevalencia (%0) 1C-95%

120 1 0,83 0,02-4,56

Nota. 1C95 % calculados con el método exacto binomial de Clopper—Pearson.

En la Tabla 1y 2 se muestra la distribucion de resultados mediante el uso de las
técnicas inmunocromatografia y Knott modificada en 120 caninos. En la prueba
de inmunocromatografia se registraron 4 resultados positivos (3,33%), mientras

que con la técnica de Knott modificada se observo 1 resultado positivo (0,83%).
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3.1.2. Concordancia entre técnicas

Tabla 3. Resultados pareados de inmunocromatografia (filas) frente a Knott
modificada (columnas) en la deteccién de Dirofilaria immitis en perros de

Pacasmayo - La Libertad, 2024.

Técnica/Resultado Knott Positivo Knott Negativo Total
Inm i
unocro_rr_latografla 1 3 4
Positivo
Inmunocrom_atografla 0 116 116
Negativo
Total 1 119 120

Nota. Distribucion de resultados pareados entre técnicas (n = 120).

En los 120 emparejamientos (Tabla 3) se observaron 117 coincidencias: 1
coincidencia positiva entre ambas pruebas (0,83%) y 116 coincidencias
negativas (96,67%). Hubo 3 discordancias (2,50%), todas correspondientes a
inmunocromatografia positiva / Knott negativa. No se registraron casos

inmunocromatografia negativa / Knott positiva (0%).
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Tabla 4. indices de concordancia y contraste entre las Técnicas de Knott

modificada e inmunocromatografia (n = 120).

Medida Valor
Acuerdo total 0,975 (97,5 %)
Acuerdo positivo (PPA) 0,400 (40,0 %)
Acuerdo negativo (NPA) 0,987 (98,7 %)

Kappa de Cohen (k) 0,392

Con base en la tabla 2x2, se realiz6 el célculo de los indices de concordancia
(Tabla 4). El acuerdo total fue 97,5% (117/120), entendido como la proporcién
de resultados iguales entre ambas técnicas. El acuerdo positivo (PPA) fue 40,0%,
reflejando la coincidencia entre ambas pruebas en la categoria positiva. El
acuerdo negativo (NPA) fue 98,7%, y expresa la coincidencia de las pruebas en
la categoria negativa. El indice de kappa de Cohen fue 0,392, lo que corresponde
a un grado de concordancia “aceptable” segun la clasificacion de Landis y Koch

(80).

Analisis, interpretacion y discusion de resultados

3.1.1. Sobre la prevalencia de Dirofilaria immitis

La prevalencia de Dirofilaria immitis en perros del distrito de Pacasmayo fue de
3,33% (4/120; 1C95%: 0,92-8,31) mediante inmunocromatografia y 0,83%
(1/120; 1C95%: 0,02-4,56) mediante Knott modificada (Tabla 1 y 2). Aunque la
estimacion puntual fue mayor mediante inmunocromatografia, los 1C95% se
superponen, por lo que no se demuestra una diferencia estadisticamente
significativa entre técnicas. Sin embargo, la diferencia en la estimacién puntual
de la prevalencia en ambas técnicas es esperable, debido a que la técnica de

inmunocromatografia detecta el antigeno circulante asociado a las hembras
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adultas de D. immitis, mientras que la técnica de Knott identifica a las
microfilarias en la sangre periférica; por esta razén, pueden encontrarse
infecciones “ocultas” con antigeno positivo y no detectarse microfilarias en la
sangre (43). Se conoce que la microfilaremia puede estar ausente debido a fases
prepatentes de la infeccion o a bajas cargas, eliminacién inmunitaria de
microfilarias o efectos de tratamientos (macrociclicos/doxiciclina), escenarios
en los que el antigeno permanece detectable (81,82). Ademas, la microfilaremia
presenta sub - periodicidad circadiana con picos nocturnos, por lo que un
muestreo realizado fuera del pico de microfilaremia reduce la probabilidad de
detectar microfilarias (83,84). Por lo tanto, la diferencia observada en las
prevalencias puntuales estimadas mediante la prueba de inmunocromatografia y
Knott se deben al estado del ciclo de parésito y a factores técnicos propios de

cada metodologia que pueden llegar a afectar la deteccion de microfilarias.

A nivel nacional, los resultados obtenidos en el presente estudio, concuerdan con
los de Meza-Dominguez et al. (8), quienes reportaron una prevalencia de D.
immitis de 3% en la ciudad de Huanuco mediante la prueba SNAP 4Dx PLUS
IDEXX®, asi como con Corimanya et al. (9), quienes observaron una
prevalencia de 5,5% en la region Lima mediante ELISA de antigeno
(Dirochek®). Del mismo modo, Acufia et al. (10) reportaron una prevalencia de
4,7% mediante ELISA de antigeno y 0,8% mediante la técnica de Knott
modificada y microcapilar, replicando el patrén de mayor deteccion por antigeno
frente a técnicas de concentracion observado en nuestro estudio. En el &mbito
internacional se observa consistentemente esa relacion, en la que existe una
mayor deteccion por pruebas de antigeno (ELISA o flujo lateral) que por
métodos de concentracion de microfilarias en sangre (Knott, microhematocrito),

aunque las frecuencias encontradas son superiores a las del presente estudio: en
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Argentina se encontraron frecuencias de 14,41%, 3,65% y 1,63% mediante las
pruebas de antigeno, Knott y microhematocrito, respectivamente (35); en
Colombia se reportaron frecuencias de 10,82% y 5,12% mediante
inmunocromatografia y Knott, respectivamente (38); y en México se demostrd
que realizar un pretratamiento térmico previo a la prueba de ELISA incrementd

la positividad en 7,1% adicional al disociar complejos inmunes (85).

Las pruebas de ELISA de antigeno son comparables con los resultados de
inmunocromatografia del presente estudio puesto que ambos métodos detectan
el mismo analito (antigeno circulante). Sin embargo, las diferencias de
plataforma de diagndéstico (ELISA en microplaca vs. flujo lateral) y el tipo de
muestra (suero/plasma, sangre total) pueden generar variaciones en la
sensibilidad de las pruebas. Por esta razon, las comparaciones se deben
interpretar en términos de orden de magnitud entre técnicas y no como
equivalencias estrictas entre los valores de prevalencia. Dentro de las pruebas de
antigeno, ELISA de microplaca suelen mostrar sensibilidades superiores a los
test rapidos de flujo lateral, por lo que metodologias en las que se emplea ELISA
tienden a reportar prevalencias mayores que las basadas en test
inmunocromatograficos (54,55). Ademas, técnicas como el pre tratamiento
térmico elevan la positividad por antigeno, logrando estimar prevalencias mas
altas (85,86). Otros factores que afectan los resultados son las diferencias en la
exposicion y profilaxis, el marco muestral elegido (perros con propietario, perros
callejeros, perros refugiados, zona urbana, zona costera), el tamafio muestral y
el afio de estudio en el que se realizaron; dado que, se observé que los trabajos
realizados a nivel nacional se concentraron a inicios del 2000, con muestras
relativamente pequefias; mientras que, estudios recientes en otros paises se

realizaron en poblaciones mas grandes, en una mayor extensién geografica y
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teniendo en cuenta la variacion temporal en la transmision. Finalmente, se deben
tener en cuenta las condiciones climéticas en las que se desarrollaron los
estudios, ya que se ha demostrado que la idoneidad climéatica condiciona el
desarrollo larvario del mosquito vector (umbral aproximado de 14°C), por lo que
regiones con estas condiciones sostienen transmisiones y prevalencias mayores
(31). Las diferencias entre zonas de costa tropical o subtropical, areas mas frias

o altas, explican parte de la brecha entre los resultados entre los estudios.

En conjunto, se observd una baja circulacion de D. immitis en el distrito de
Pacasmayo, con mayor deteccion por inmunocromatografia que por Knott, en
concordancia con lo descrito a nivel nacional e internacional. Las diferencias
entre estudios se explican principalmente por diferencias metodoldgicas, el

marco muestral, y por la idoneidad climatica local.

3.1.1. Sobre la concordancia entre técnicas de diagnostico
En las 120 muestras analizadas en el presente estudio, se observaron 117
coincidencias (1 positivo/positivo y 116 negativo/negativo) y 3 discordancias
(inmunocromatografia positivo/Knott negativo) (ver Tabla 3). El acuerdo total
entre pruebas fue de 97,5% y el indice de concordancia de Kappa fue 0,392,
clasificado como aceptable (ver Tabla 4). Las discordancias entre ambas pruebas
se deben a que la prueba de inmunocromatografia detecta el antigeno de hembras
adultas, incluso en el caso de ausencia de microfilaremia, mientras que la técnica

de Knott depende de la presencia de microfilarias circulantes (43).

De acuerdo con estudios comparativos, la técnica de Knott detecta menos
infecciones que los ensayos con antigeno, lo que se traduce en acuerdos
moderados entre métodos (87). En un estudio realizado en Estados Unidos
encontré un grado de concordancia moderado entre una prueba de ELISA de

antigeno y la técnica de Knott, confirmando que ambas pruebas capturan
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fracciones distintas de la infeccidn (88). Es por estas discordancias que las guias
de la American Heartworm Society (60) recomiendan el uso de ambas pruebas

de manera complementaria.

Ante las discordancias en las pruebas (inmunocromatografia positiva / Knott
negativa), las guias sugieren considerar un pretratamiento térmico de
suero/plasma para disociar complejos Ag—Ac cuando el contexto clinico o
epidemioldgico lo justifique (60). Por este motivo, en futuras investigaciones, se
deberia mantener el diagnéstico mediante la aplicacion de ambas pruebas, y ante
la presencia de discrepancias, se podria aplicar la técnica de pretratamiento
térmico, ademéas de documentar los indices de concordancia y acuerdo

correspondientes.

Debe tenerse en cuenta que el indice de concordancia de Kappa puede verse
reducido en contextos de baja prevalencia o con marginales desequilibrados, aun
cuando el acuerdo observado sea alto; en esos casos, la interpretacion de la
concordancia debe apoyarse también en medidas de acuerdo positivos y
negativos (PPA/NPA) y no solo en el indice de Kappa (89,90). En el presente
estudio, el indice de concordancia aceptable (k= 0,392) y el alto nivel de acuerdo
negativo (98,7%) reflejan una fuerte coincidencia en resultados negativos y
discordancias esperables en las muestras positivas por diferencias en las dianas
de diagnostico (antigeno circulante, microfilarias). Por este motivo, para la toma
de decisiones clinicas y la vigilancia poblacional se justifica el uso
complementario de inmunocromatografia y Knott, priorizando la primera para
el tamizaje de infecciones que pueden estar ocultas y la segunda para documentar
la microfilaremia y el potencial de transmision. En este contexto, la técnica de
Knott aporta informacién importante que no brinda una prueba

inmunocromatografica, ya que confirma la microfilaremia, que es un marcador
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de reservorio efectivo y permite la diferenciacion morfoldgica frente a otras
filarias, permitiendo planificar el tratamiento, realizar un seguimiento del mismo
y ofreciendo una alternativa de bajo costo cuando la serologia no se encuentra
disponible. En consecuencia, su uso es recomendado en tamizajes combinados,
antes del inicio de tratamiento, ante resultados discordantes, estudios
epidemioldgicos, entornos con recursos limitados o con circulacion de otro tipo

de filarias.

Contrastacion de hipdtesis

3.1.1. Hipotesis
e Hipdtesis de investigacion (Hi)
La prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos, mediante el uso de la técnica
de Knott modificada y prueba de inmunocromatografica en el distrito de
Pacasmayo- La Libertad, es mayor a 3%.
e Hipdtesis nula (Ho):
La prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos, mediante el uso de la técnica
de Knott modificada y prueba de inmunocromatografica en el distrito de

Pacasmayo- La Libertad, es menor o igual a 3%.

3.1.2. Contraste estadistico

Se aplico la prueba Z de proporciones para contrastar Ho: p<0,03 frente a H1.:

p>0,03 (unilateral, o=0,05), considerando la prevalencia hallada mediante
inmunocromatografia (3,33%; 4/120). El estadistico Z fue de 0,214 con un valor
de p = 0,415 (unilateral). Dado que el numero esperado de aciertos fue menor a
5, el resultado se corrobor6 con la prueba binomial exacta (unilateral),
obteniendo un valor de p = 0,487 (p > 0,05), consistente con la misma

conclusion.
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3.1.3. Decision

Bajo una significancia de 0=0,05 y con un tamafio muestral de 120 caninos, no
se rechaza la hipdtesis nula que indica que la prevalencia es < 3%. En
consecuencia, se concluye que no existe evidencia estadistica suficiente para
afirmar que la prevalencia de D. immitis en caninos del distrito de Pacasmayo

sea > 3%.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La prevalencia de Dirofilaria immitis en caninos del distrito de Pacasmayo
mediante la prueba de inmunocromatografia fue 3,33% (1C95%: 0,92-8,31), lo
que confirma un rendimiento de deteccion similar al de la técnica de Knott
modificada.

La prevalencia de D. immitis mediante la técnica de Knott modificada fue 0,83%
(1C95%: 0,02—4,56), evidenciando una baja prevalencia de microfilaremia en el
periodo y &mbito estudiados.

Ambas pruebas tuvieron un acuerdo total de 97,5% y un indice de concordancia
aceptable (k = 0,392), lo que respalda su uso complementario con fines clinicos y
de vigilancia epidemioldgica.

Los resultados indicaron un escenario de baja prevalencia de D. immitis con mayor
deteccién en la prevalencia puntual por antigeno que por microfilarias y una
concordancia aceptable entre ambas pruebas, sustentando la aplicacién combinada
de inmunocromatografia y Knott como estrategia metodoldgica para la vigilancia

de D. immitis en el distrito de Pacasmayo.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

e Se sugiere estandarizar un protocolo diagndstico combinado que utilice la
inmunocromatografia y la técnica de Knott de manera complementaria,
incorporando la repeticion de pruebas discordantes, el uso de controles
positivos y negativos, y la lectura por duplicado de los resultados para asegurar
la confiabilidad.

e Se sugiere, en estudios futuros, ampliar el tamafo y representatividad de la
muestra mediante un muestreo estratificado por zonas y tipo de canes,
estandarizando la hora de toma de muestra (vespertino—nocturno) para
aumentar la deteccion de microfilarias. Ademas, se recomienda incluir rondas
de muestreo estacionales y registrar variables adicionales (edad, sexo, historial
de profilaxis, procedencia) que permitan realizar analisis comparativos mas

completos en estudios futuros.
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